貝類アレルゲンの同定および抗原決定基の解析 by 石川 勝
貝類アレルゲンの同定および抗原決定基の解析
著者 石川  勝
学位授与機関 東京水産大学
学位授与年度 1997
URL http://id.nii.ac.jp/1342/00000695/
貝類アレルゲンの同定および
　　　抗原決定基の解析
平成9年度
（1997）
東京水産大学大学院
　水産学研究科
　食品生産学専攻
石川　勝 篭998鋤7δ’
斐図書簸コヅ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　目次
序論　　…・……・………一……・…………・・………………
　　アレルギーの定義　…・……………一・……………
　　食物アレルギーの定義　……………・・…・………
　　食物アレルギーの発症機構　　………・…一…・…
　　食物アレルゲンに関するこれまでの研究　……
　　本研究の目的と概要　　……………一・………
第1章　患者血清を用いたELISAによる各種貝類の
　　　　アレルゲン性の評価　・……………・…6…・…・
　方法　　…………一……馴一…………一・………一・
　　試料　　＿＿＿』．＿＿＿．＿質、＿買＿＿＿＿．．＿＿9
　　抽出液の調製　　……………・…・・…………”……
　　血清　　一・………………・………………一9……・…・
　　ELISA　　……一……・…一…一……・一一昌一一
　　タンパク質の定量　　一…・…………・………・・…
　結果　　　……・・…………？…・』……………・……一…
　考察　　…………一・…・………・……一一…………巳
第2章　マガキアレルゲンの精製および諸性状　・…・
　方法　　……………・…・9………・………・・一一………
　　　　　　　　　　　　　　　　　　一1一
…一………一一…一…・一
一…・……・・……り一………一
………・…一…■……………
一・… …・………一・・… 一・…一一
一・疇一9…………・9・…一・……一
一………………一一・…・・…… 8
…一……………・…・一一…一 1
……一…………一一一……… 1
一………………・・……・…・匂 1
…一……………・…………・ 1
…・…9…………・……… …22
…蘭…ゆ…………・一………一一 2
9………璽………・…………・ 3
一巨・… 。・9－9一一・一・・一一一・・一一3
………………一・………・… 4
………・…陰……一…………・ 7
…・…・…………・………・… 7
　　試米斗　　　………………一8・…一………・…・・……………・…9・……9………・…・一・27
　　ELISA　　……一…・……・一……一……・………・一……・・一・◎一………・27
　　精製方法　　………一…一一……………・一・………………一・…・…一……・27
　　タンパク質の定量　　一…一………・……………一・・…………・一…・……29
　　糖の定量　　………一……・一…一………一・・……一………・一・………一29
　　分子量測定・……一…一…◎…一一………・……一……一・……………29
　　アミノ酸組成分析　　…・一…………・…一…・…………・…………一一・……30
　結果　　……一…………・……1…………・8…・・……………9…・………一…・……30
　　アレルゲンタンパク質の単離　　・……・…………・…一……………・…………30
　　精製アレルゲンの諸性状　　一………一…・…一・∵・…・……・………一・…31
　考察　　…・一曹…．』…層…・．……嚢．．一・…．．一…．一8一・…．…・…，一．…・…・31
第3章　マガキアレルゲンC雌81の同定および
　　　　IgE結合エピトープの推定　・・…………一一・啄一一……一…・…………41
方法　　………一・……・…一……一…9……・…・・一一・…………一・…噂……41
　　タンパク質の定量　　一………………巴………………・甲9…………・・……冒……41
　　還元およびS一カルボキシアミドメチル化　　………一………魯・…一…………41
　　酵素分解　　…………一……9……一…………寧………・………・・………………42
　　競合ELISA　………・…・……閣……一一……一………一…・…・……………43
　　アミノ酸配列分析　　一…一……一6・………………・じ………一…一亀……43
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－II一
　結果　　一…一………巴…………・一…・……………一・9一………………・……43
　　C雁g1の部分アミノ酸配列　…………・…・…露……一……・…一……・・…一43
　　C7α81のlgE結合エピトープ　・一……………・……………・一5…………44
　考察　　……・・…………曾………・一……・………・・………・・………………・・……45
第4章　マガキアレルゲンC7α92の同定および
　　　　IgE結合エピトープの推定　…………・…一・………一一…・…………57
　方法　　……一一…・一サ……・……一…・……一…・……・…・…………一マ……57
　　タンパク質の定量　　……1………・…9…………一一璽・・………………・……57
　　酵素分解………r’“0…………8…“’”……0………”57
　　競合ELISA　一……………〕・……一…………・・一………一一・……………58
　　アミノ酸配列痛＿…．．＿＿＿＿＿、＿＿＿＿。＿＿＿58
　結果　　・……………一嬢…一…一……・一・……………9・…………一…6……58
　　C7αg2の部分ナミノ酸配列　・……………一・・……………・…・……………58
　　C7α92のlgE結合エピトープ　ー一…・一一・………・一一……D………59
　考察　　……・……一…9…一・…………”…・…一…………・…………一一・……59
第5章　合成ペプチドによるマガキアレルゲンの
　　　　IgE結合エピトープの同定　………一一…・……一……一・…………65
　方法　　一……一……一一………………・一……9一一9巳…・一…………・……65
　　ペプチドの合成　　……・・…………電………一一…・…………一…・・………65
　　ペプチドの精製　　……一……・…唇…一………一・・一……………略………66
　　　　　　　　　　　　　　　　　　－IH一
　　競合ELISA　……………一…・…一……・……・……一一……喧…・一一…66
　糸吉果　　　……………一・……一・………一・・…………………　一……・………・・…・…・・66
　　ペプチドの精製　　…一一………昌………一…一・一…一………D………66
　　ペプチドのlgE抗体結合能　………一……t・一・……………9……・…一・…67
　考察　　………………暫・……鯉…一……冒…一……………じ一……一一……一一…67
第6章　サザエのアレルゲンの単離・同定・IgE結合エピトープ解析　　………72
　方法　………………’昏’“………………閣……………1喧…’……………’…。’………72
試料一一一一・・』一一……・…一一一一・…一一一・・
　　ELISA　　………………“・一一…………・……………一6・…・………・……・72
　　精製方法　　一∵一………・・一……………聖……・…・………・………………73
　　タンパク質の定量　　…・一…………・………………一じ………・……一・……74
　　電気泳動　　………・……’…一………………一層一………・……・噛……・………674
　　アミノ酸組成分析　　・一……………昌…一・…………噛……一……一・……74
　　還元およびS一カルボキシアミドメチル化　　………一……・・………………75
　　マレイル化　　…………一1…一……………・”…9・………・………9一・……一75
　　酵素分解　　…・・……………・・………・………・・……………一・………………76
　　アミノ酸配列分析　　……………一D……一…………・…・……り………・・……76
結果　　…・…………膠…・………一………・……・………・…7…’・……………・……77
　　Tμr　c1の単離　………一一…8一………一…曜一………一…じ・・…一…77
　　　　　　　　　　　　　　　　　　－IV一
　丁雄01の諸性状　……………・一轡……一………
　丁雄c1の部分アミノ酸配列　　…・…一……一…署・
　Tμ761のlgE結合エピトープ　ー…一………・
考察　　一……一……辱……一一……一・…………・
，　塵　0　■　8　■　■　β　0　，
■　，　・　o　魯　■　じ　曝　■　略
o　　●　　，　　9　　g　　g　　o　　．　　9
墜　　，　　o　　■　　，　　9　　驚　　■　　璽
…・……………・9・・7
……・・…………閣一 8
……一…………・一 9
………・・………一一 0
総括　　一一…………・・…………一…6・・………一・……・一……・………・・……98
　　本研究において得られた新知見　　……・…………・・………一一一…・………98
　　魚貝類のアレルゲン研究の今後の展望　………・・………6一………………・100
要旨　・…………………………一……・一……・…9
　　和文　　…一…………一……一　　・…・……巴9
　　英文　　……………・　・…購・…・……一　…一9
一・… 一9一一一一・一9・曾一03
一・一 一・一・一・… 一巳胃9－03
一・一・・一一一一唱… 一嘔一一 05
謝辞　………・…………一一一一…・・………一……・…一……………・…一一108
文献　一…………　　…・6・……一………9・一一…一一・………………・・噂・109
一V一
　本論文中では、アミノ酸を下記の一文字または三文字で表記した。なお、一
文字表記はアミノ酸配列を示す場合に、その他は三文字表記によった。
アミノ酸
アスパラギン
アスパラギン酸
スレオニン
セリン
グルタミン
グルタミン酸
プロリン
グリシン
アラニン
バリン
システイン
メチオニン
イソロイシン
ロイシン
チロシン
フェニルアラニン
ヒスチジン
トリプトファン
リジン
アルギニン
一文字表記
N
D
T
S
Q
E
P
G
A
V
C
M
I
L
Y
F
H
W
K
R
三文字表記
1：1］触
譜
111］G挟
掬
◇壌
Cys（1／2）
Met
Ile
Leu
Tyr
Phe
His
Trp
Lys
Arg
　アレルゲンの名称は、オリジナルの名称と併せて、国際免疫学会連合
（Intem＆tionalUnionoflmmunologicalSocieties：LU．LS．）のアレ
ルゲン命名分科委員会（Sub－Commitee　for　AIlergen　Nomencl＆ture）で
の国際命名規約に基づく命名法、すなわち由来する生物の学名と同定された順
番を示す数字からなる名称で記した。例えば、タラ（池伽S　Cαll研∫αSから単離
されたアレルゲンは原報ではAllergenMと命名されているが、本論文では
LU．LS．の命名法に従って主としてGα4c1と記載した。
序　論
アレルギーの定義
　近年、アレルギー疾患、特に食物アレルギー（食事性アレルギーとか、食餌
性アレルギーともいわれる）が乳幼児、小児を中心に増加している。食物アレ
ルギーは本来、積極的に摂取しなければならない食物が生体内で過剰な反応を
惹起するという意味で、他のアレルギーとは異なる側面を持つ。発症の要因と
しては、食生活、環境要因の変化からそのヒトの体質、遺伝的素因まで様々な
ものが考えられる。食物アレルギーの歴史は古く、古代ローマ時代に
Quidnocetalteri，alterijuvat。（ある者の食べ物は、他の者にとって毒で
ある＝ルクレチウス）という詫述があり、現在ほどではないにしても食物アレ
ルギーが存在していたことがうかがえる。食物アレルギーを含め、アレルギー
（allergy）が学術的観点より発見されたのは、1902年にPortierとRichetが
イソギンチャク毒を，イヌに注射した際に、2度目の注射が急性のショック死を
引き起こすといういわゆるア才フィラキシー （anaphylaxis）を観察したこと
にさかのぼる。その後、von　Pirquetが造った言葉allergie（ギリシャ語の異
なったという意味のallosと働きという意味のergonの合成語に由来する）が
現在のallergyの語源となった。vonPirquetの意味するところのアレルギー一
には、生体の保護反応（狭義の免疫）と障害反応とを含んでいるが、現在では、
アレルギーとは過剰な免疫反応により生体に障害を与える不利な免疫反応のみ
を指す。アレルギーはCoombsとGel1の分類に従い、発症機序の違いから1型
（即時型）、H型（抗体媒体性）、皿型（免疫複合体媒介性）およびIV型（遅
延型）に分類される。1型から皿型はいずれも抗原の侵入と、これに対応する
抗体が結合して複合体を形成することによりアレルギー反応を起こすのに対し、
IV型には抗体は関与せず、抗原侵入によって活性化されたリンパ球が関与す
るアレルギー反応である。
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食物アレルギーの定義
　食物アレルギー（Food　allergy　or　hypersensitivity）はなんらかの免疫
反応を伴うもので、免疫反応を伴わないFood　toxicityやFood　poisoningと
は厳密に区別されている。食物アレルギー発症には豆型を除く1型、皿型およ
びW型が関与するとされているが、そのほとんどが1型である。アレルギー反
応は究極的には後述する様々な化学伝達物質が関与しているので、これらを高
濃度に含む食品の摂取によってもアレルギーは引き起こされる。例えばホウレ
ンソウ、トマト、、ナスがヒスタミンを、バナナ、パイナップル、キウイフルー
ツがセロトニンを、タケノコ、ヤマイモがアセチルコリンを高濃度含む場合が
あり、これらによるアレルギーの発症例が知られている。この種のアレルギ
ーには免疫反応が介在せず、アレルギーの発症には個人差が少ないことから、
仮性アレルギーと呼ばれ、化学伝達物質は仮性アレルゲン（pseudoallergen）
と称されている。仮性アレルギーも広義には食物アレルギーではあるが、本論
文では食物アレルギーはあくまでも体内での免疫反応を介したアレルギーに限
定して議論を進めたい。
食物アレルギーの発症機構
　食物アレルギーは、経口摂取した食品中のアレルゲン（ほとんどはタンパク
質である）を消化管から吸収することにより発症する。通常、食物抗原は消化
管において、消化酵素による分解や粘膜免疫機構により腸管の通過を阻まれて
いる。粘膜免疫機構とは04－05mmにも及ぶ厚い粘膜層や分泌型lgA
（S－lgA）抗体による排除などのバリアーのことである。この中でも、アレル
ゲンと直接結合して体内に取り込まれるのを防いでいるS－IgAは重要なバリアー
である。腸管全体で6－7x1010個存在する産生細胞により分泌されるS－lgAは、
ヒト免疫グロブリン中最も産生量が多い（約40mg／kg／day）。S・lgA自身が
バクテリアのプロテアーゼや自己の消化酵素に対する抵抗性を持ち、また2量
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体であるために抗原結合価が高く、凝集活性も強い。このS－lgAによるアレル
ゲン排除（immUneeXCIUSiOn）の破綻が、食物アレルギー発症の原因のひ
とつであると考えられている。一方、健康な成人においても、抗原性を残した
ままでのタンパク質の腸管の透過は認められている。従来の教科書的な認識で
は、タンパク質は消化管内でプロテアーゼにより消化され、アミノ酸または短
いペプチド鎖として吸収されるものとされてきた。しかし、今日の研究によれ
ば、粘膜上皮のp圭nocytosisにより摂取したタンパク質量の1／1000から
1／10万が血中に移行すると言われている（Husby8∫α1．，1986〉。また、乳
児においては母乳中の抗体を効果的に取り込むために小腸上皮細胞間（タイト
ジャンクション）の透過性が高いこと、消化力が不十分であること、ならびに
S－lgAの分泌が不十分であることが食物アレルギー発症の高い理由となってい
る。
　細菌の多糖、リポ多糖抗原のように抗原決定基が反復配列する構造の場合は
丁細胞による補助を受けなくともB細胞が活性化され、抗体を産生することが
できるが（丁細胞非依存性抗原）、食物アレルゲンであるタンパク質のような
丁細胞依存性抗原は、特異的な丁細胞であるヘルパー丁細胞によってB細胞が
活性化される。バリアーを越えて血中に進入した抗原はマクロファージやラン
ゲルハンス細胞など、抗原提示能を有する細胞に取り込まれて分解される
（processing）。分解により生じたペプチドの一部は、MHC（major
histocompatibllitycomplex：主要組織適合複合体）クラス皿分子に結合し
た形でヘルパー丁細胞に提示ざれる（presentation）。提示されたペプチドと
クラスH分子を同時に認識する丁細胞抗原レセプターを有するヘルパー丁細胞
は、この結合により活性化され、インターロイキン4（IL－4）やIL－5といっ
た活性化因子を分泌することでB細胞の活性化および抗体産生を補助する。こ
の提示されたペプチドが、アレルゲンの丁細胞抗原決定基（丁細胞エピトープ）
である。また、これとは逆にサプレッサー因子を介して抗体産生を抑制するサ
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プレッサー（抑制）丁細胞の存在も知られている。
　一方、抗原に親和性のあるレセプターを持つB細胞は活性化因子により抗体
産生B細胞へと分化し、抗原に特異的な抗体を産生する。正常人において食物
抗原に対して産生される抗体のクラスは主にlgG、IgAであるが、アレルギー
患者においては1型アレルギーを引き起こすlgE抗体が多く産生されている。
IgE抗体は古くはレアギン（reagln）と称されており、抗体分子のH（重）鎖
C末端ドメインであるFc（crystallizable　fragment）部分で、組織中に存在
する肥満細胞（マストセル）や好塩基球表面上のFcεレセプター1（高親和型）
に結合する。Fcεレセプターに結合しているIgE抗体のH鎖およびL（軽）鎖の
N末端ドメインであるFab（antigen－binding　fragment）部分に抗原が結合
し、2分子以上のlgE抗体を架橋することで細胞内に刺激が伝達され、アレル
ギー反応が開始される。これらlgE抗体と結合する部分をアレルゲンのB細胞
抗原決定基（B細胞エピトープ、またはlgE結合エピトープ）と呼び、抗体側
の結合部分をパラト搾プと言う。一般に、IgE結合エピトープはアレルゲン分
子の表面に位置し、抗体も立体構造を認識している場合が多い。これに対して、
丁細胞エピトープはアレルゲンが分解されて生じたペプチドであるために、そ
の一一次構造によって規定される。
　アレルゲンの架橋によるシグナルは細胞内に伝達され脱穎粒を引き起こし、
穎粒球中に貯蔵されているヒスタミン、セロトニンなどの貯蔵型化学伝達物質
（ケミカルメディエーター）を放出する。一方では、架橋により細胞膜のイオ
ン透過性が変化してCa2＋が細鞄内に流入し、ホスホリパーゼA、が活性化され
遊離型のアラキドン酸が生じる。これを基にアラキドン酸カスケードによりロ
イコトリエン．プロスタグランジン等の刺激産生型化学伝達物質が産生、放出
される。これら化学伝達物質が体内各所に作用して、種々のアレルギー症状を
引き起こす．例えば、消化器症状としては嘔吐、下痢、呼吸器症状としては鼻
漏、咳漱、皮膚症状としては轟麻疹、アトピー性皮膚炎等を呈する。また、1
．4一
型アレルギーが関与した重篤なショック症状、いわゆるアナフィラキシーに陥っ
た場合、死に至るケースもある。
食物アレルゲンに関するこれまでの研究
　ところで食物アレルギーの場合、患者の生活背景、すなわち年齢やアレルギー
原因食品の摂取量が影響を及ぼしていることが多い。食物アレルギーは他のア
レルギー性疾患とは異なり、乳幼児、小児期に集中的に発症する。乳幼児期の
主要な原因食品は卵、牛乳であるが、加齢とともに穀類が占める割合が多くなっ
てくる。また、重篤なアレルギー症状を起こす食品として我が国ではソバが知
られているが、米国においてはピーナッツがこれに替わる。北欧において魚ア
レルギーが問題となっているのも、摂取量に関係があるものと思われる。我が
国においては、一日の総摂取タンパク質のそれぞれ約1／8ずつを占める大豆、
米、小麦が代表的な農産物のアレルギー原因食品として、一方、戦後消費量が
著しく増加してきた卵、牛乳が代表的な畜産物のアレルギー原因食品として挙
げられ、これら食品中のアレルゲンが5大アレルゲンとされている。多くの食
物アレルゲンは、共通の性質を持つことが知られている。第一に分子量10－70
k程度のタンパク質であること、第二にpH、加熱および酵素処理に対して安定
であること、第三に構造上の特徴として類似のアミノ酸配列を繰り返す構造を
有することである。このような共通の性質は、これまでに報告されてきた研究
例により明らかにされたものであり、特に農畜産物のアレルゲンについては以
下に示すように、アレルゲンの単離、抗原決定基の同定を経て、一部は食品の
低アレルゲン化に至るまで多数の研究例が報告されている。TableIに、これ
までに単離された食物アレルゲンをまとめた。
（1）農産物のアレルゲン
農産物アレルゲンの研究として、豆類に関するものがまず挙げられる。大豆
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Glycin81”αxはイムノブロットにより確認される多数のアレルゲンを含むこ
とが知られていたが、Ogawa61α1．（1993）は、7Sグロブリン画分に存在
する分子量30kの主要アレルゲン（（｝ly1ηBd30K，σly〃z1）を単離した。
G砂配1のN末端から15残基のアミノ酸配列は、大豆34k
oil－body－associated　proteinのものと一致した。cDNAの塩基配列分析から、
GIV1η1が酵素機能を持たないパパイン様チオールプロテアーゼファミリー
に属するタンパク質であることが明らかになっている（KaHnski8孟α1．，
1990）。現在では、Gly〃dに対するモノクローナル抗体および合成ペプチ
ドを用いた実験により、IgE結合エピトープを含む配列として次の2つが明
らかにされている（Hosoyama8～α1．，1996）。G言y〃z1は、水浸漬大豆の
　　　QGGCGRGWAFSAATGAIFA
　　　DKVTIDGYETLIMSDEST
遠心上清に得られる油膜画分（oi1－pad）にほとんど集まるため、洗浄による
分離、すなわち加工による低アレルゲン化が可能である（Kalinski8オα1．，
1990）・他に・β一コングリンニンのα一サブユニットである分子量70kのア
レルゲン（Ogawa召1α1。，1995）やGly〃3Bd28k（Ogawa8∫α1。，1991）
がマイナーなアレルゲンとして同定されている。
　欧米においては、油糧種子である大豆に比し、同じ豆類でも利用度の高いピー
ナッツのアレルギー患者の方が顕著であり、しかも、その症状は我が国のソバ
アレルギーと並び称されるほど重篤なものとされている。ピーナッツアレルゲ
ンに関する研究としては、Burks8∫α1．の研究がよく知られている。Burks
81α1．（1991）は、ピーナッツ・47αch∫s　hyρ098α8より分子量635k、等電点
4．55の糖タンパク質（A辺ん1）を第一の主要アレルゲンとして、さらに、
分子量16．5および17．5kのサブユニットから成る等電点5．2のタンパク質
（A7αh2）を第二の主要アレルゲンとして単離した（Burks8∫α1．，1992）。
また、遺伝子のクローニングを行い、A7α131のアミノ酸配列が種子中の貯蔵
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タンパク質であるvicilinと高い相同性を有することを明らかにした（Burks
8∫α1．，1995）。リコンビナントA7αh1のlgE結合エピトープの解析は、
cDNAを制限酵素で切断してサブライブラリーを作成し、これらの発現物で
ある様々なペプチドとlgE抗体との反応性を測定することにより行われた。こ
の結果、多数のlgE結合エピトープの存在が示唆されている（Stanleyε∫α1。，
1995）。この他、ブラジルナッツβ871holl8」’α8xc815αから、分子量9kお
よび3kのサブユニットから成るメチオニン含量の高い2Sタンパク質（，B678
1）が得られている（Nordlee8∫α1．，1996）。
　穀類のアレルゲンとして、我が国の主食である米のアレルゲンについてまず
述ぺる。以前より、米Oryzα3顔vαのタンパク質画分には強いアレルゲン性
が確認されていたが（Shiba6akiε‘α♂．，1979）、Matsudaε短1．（1988）
がシスチン残基に富む、加熱やプロテアーゼ処理に高い抵抗性を示す分子量
16kのアレルゲンを単離した。後に、このアレルゲンをコードするcDNAの
塩基配列分析が行なわれ、162残基のアミノ酸配列が推定された。米16kア
レルゲンの一次構造は、穀物に広く分布するα一アミラーゼ／トリプシンインヒ
ビター（A／Tインヒビター）ファミリーと高い相同性を示した（lzumi6オ
α1．，1992）。なお、アレルゲンタンパク質の含量は極微量である一部の野生
種を除き、栽培種においてはほぼ一定であった（Adachi6∫α」．，1995）。我
が国において、主食である米に対するアレルギーは大きな問題である。米アレ
ルギー患者のための低アレルゲン米（hypoallergenic　rlce）φ開発例として、
アンチセンスRNA法を用い牟アプローチによるアレルギー低減化米の作出
（Nakamura＆nd　Matsuda，1996）や、プロテアーゼ処理により米粒中の
アレルゲンを分解、除去したアレルゲン除去米の作製（Watanabe81α1．，
1990a、1990b）が知られている。後者については既に、低アレルギー化食
品（商品名ファインライス）として実用化されており、1993年6月に厚生省
から特定保健用食品第1号の認可を受けている。
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　小麦（T7屠c研n属）、大麦（伽748κ1n属）に関するアレルギーとして、
古くからセリアック病（celiacdisease）が知られていた。主要なアレルゲン
として小麦からグリアジン画分が得られているが（Jos8∫α！．，1982）、一方
では、小腸粘膜中のある種のペプチダーゼの欠損が原因であるという報告
（Goodwin　and　Rawcllff，1983）もあり、その発症機作はlgE抗体が関与
する通常の食物アレルギーとは異なるようである。また、製粉、製パン業従事
者に認められるいわゆるbaker軍sasthmaの主要なアレルゲンとして、A／Tイ
ンヒビターファミリーに属するタンパク質が小麦（Frankenεオα」．，1994、
Gomez8オα1．，1990）および大麦（Barber，6オα1．，1989、Men＆81α1．，
1992）から得られているが、このbaker曾s＆sthmaは気道を通じて侵入したア
レルゲンが喘息、鼻炎等を引き起こすものであるため、食物アレルギーとは言
えない。しかし、bakefsasthma患者の中には、明らかに小麦を経口摂取す
ることによりアレルギーを発症する人が存在する。これらのAITインヒビター
も食物アレルゲンのひとつになると考えられており、Urisu81α1．（1991）
は、米アレルゲンと他のイネ科植物問に交差反応を確認している。一方、小麦
粉タンパク質を塩溶性画分と塩不溶性のグルテンとに分けて抗原性を測定する
と、大部分の小麦アレルギー患者がグルテンを抗原として認識することが知ら
れていたため、W＆tanabe8～α1．（1995）はグルテンから抗原性ペプチドの
単離を試みた。グルテンをα一キモトリプシンで消化した断片から、
SQQQ（Q〉PPFの繰り返し構造を有する30残基のlgE結合エピトープを含む
ペプチドが得られ、さらにこれをもとに、IgE結合エピトープは5残基からな
る配列QXIX2PP（X1，X2はいずれのアミノ酸でも可〉であることが提唱され
た（Tanabe61α1．，1996a）。小麦に関しても低アレルゲン化に関する研究
が行なわれており、各種酵素処理を施してエピトープを破壊した小麦粉
（hypoallergenic　flour）の作出（Watanabeε厩1．，1994a）や、これら
を使用してのパン（Tanabc81α1．，1996b、Watanabe81α1．，1994b）や
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パスタ（Watan＆beε毎∫．，1994b）の試作が報告されている。
　雑穀であるソバFα80ρy7雄n8sc認8n餓〃zは我が国においては日常的に食さ
れており、また、本食品が原因のアレルギーはしばしば認められる症例である。
ソバアレルギーは他のアレルギーとは異なり、多くがアナフィラキシー型であ
ることが特徴である。主要アレルゲンとしては、分子量8－9kの3成分（BA－1、
BA－2、BA－3）が得られ、このうちBA4についてはトリプシンインヒビター
活性が確認されている（Yano8オα1．，1989）。また、Kondoのα1．（1993）
はイムノブロットにおいてソバアレルギー患者血清と反応する分子量24kの
タンパク質を確認し、主要アレルゲン（Fαg81）として単離した。
　この他、植物由来のアレルゲンとして、ジュウジバナ科のイエローマスター
ドS∫n4ρ∫sα1伽の種子から分子量15kの2Sアルブミン（S吻α1）が
（Menendez－Arias8∫α1．，1988〉、およびオリエンタルマスタード
B7α5s∫cαノκnc召αの種子から分子量16kのタンパク質（B7αア1）が
（GonzalezdelaPena81α1．，1991）それぞれ単離されている。
Monslave召1α1．（1993）は、両者のアミノ酸配列に89％の相同性を確認す
るとともに、共通の抗原構造が存在することを指摘した。また、リンゴ
Golden　Deliciousより分子量18kのタンパク質が単離されており、N末端付
近のアミノ酸配列において、シラカンバ』B6∫認αVε〃〃COSα花粉の主要アレル
ゲンβ81v1（分子量17k）と67．6％の相同性を確認している（Fahlbusch
6∫α1．，1995）。上記の植物性食品が原因のアレルギーは加齢の影響をあまり
受けず、幅広い年齢層に発症炉認められるのに対して、次に述べる卵、牛乳の
アレルギーは一般に乳幼児を中心に認められ、加齢とともに発症が減少する。
（2）畜産物のアレルゲン
　鶏卵のアレルゲンは主に卵の全重量の60％を占める卵白中に存在し、卵黄
はほとんどアレルギーに関与しないと考えられている。卵白には未同定の微量
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成分を含めて40種類以上のタンパク質が存在することが知られるが、中でも
オボムコイド（OM，（7α141）とオボアルブミン（OVA，Gα142）が主要
なアレルゲンである。また、オボトランスフェリン　（コンアルブミン，Gα！4
3）が少数の患者にとってのアレルゲンとなることが、IgE抗体との反応性に
より確認されている（Hoffman，1983）。また、卵白中の第4のアレルゲン
として、リゾチウム（σα144）を挙げる例も見受けられる。OMは全卵白タ
ンパク質の11％を占める分子量28kの糖タンパク質であり、3個のドメイン
（1、H、m）から構成されている。OMは熱や化学的処理に対して高い抵抗
性を示し、またそれ自身がトリプシンインヒビターであるために、腸管での分
解を受け難い。OMのlgE結合エピトープに関する報告の中で、卵アレルギー
患者1gE抗体との反応にOMの糖鎖の存在が重要とされているが（Matsuda
61α1．，1985、1986）、糖鎖そのものがエ．ピトープとなっているのか、糖鎖
の付加に伴うポリペプチドのコンフォーメーションの変化を認識するのかは明
らかでない（Gu61。α1．，1989）。OVAは全卵白タンパク質の54％を占める
分子量45kの糖タンパク質で瀬る・OVAのlgE結合エピトープは合成ペプチ
ドを用いた研究により同定され、次のアミノ酸残基が卵アレルギー患者IgE
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抗体ならびにウサギ抗OVA　IgG抗体に認識されることが明らかにされている
（JohnsenandElsayed，1990）。OVA323－339は丁細胞エピトープとし
ても機能するとされており、Renz81α1．（1993）はBALB／cマウス由来の、
Shlmojo8♂α1，（1994）は卵アレルギー患者由来のそれぞれ丁細胞クローン
を用いた実験によりこのことを明らかにしている。
　牛乳は、乳幼児にとって生活に欠かせない栄養価の高い食品であるために、
アレルゲンについて多数の研究例が報告されている食品のひとつである。牛乳
には通常3．0．3．5％のタンパク質が存在し、20種類以上のアレルゲンの存在が
報告されている。中でもαs1一カゼインとβ一ラクトグロブリンの2種類はヒト
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母乳中には通常まったく含まれず、ヒトにとっては異種性の高いタンパク質で
あるために強いアレルゲンになると考えられている。牛乳タンパク質の36％
を占めるαsドカゼインは、A－Eの5つの変異体からなる。主体のαSI一カゼイン
Bは、分子量24kのタンパク質である。oしs1一カゼインのlgE結合エピトープは、
マウス血清中の特異抗体と各種合成ペプチド（Enomoto厩α1．，1990、Shon
6∫α1．，1991）および酵素分解ペプチド（Ametaniεごα1．，1987、11988）と
の結合を酵素免疫測定法（enzyme－linked　immunosorbent　assay；ELISA）
で測定することにより求められた。その結果、次に示すアミノ酸配列をはじ
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めとする7つの領域に、IgE結合エピトープの存在が明らかにされた。一方、
丁細胞エピトープも同様に合成ペプチドを用いて検討されている（Enomoto
81α1．，1990、Shon8オα1．，1991）。β一ラクトグロブリンは牛乳タンパク質
の7－12％、乳清タンパク質の約半分を占める分子量18kのタンパク質である。
αs1一カゼイン同様、．酵素分解ペプチドと免疫したマウス血清中特異抗体との
反応により、以下のアミノ醗配列をはじめとする4っの領域が、IgE結合工
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ピトープとして（Takahashi6オα1．，1990）、また合成ペプチド（Tsuji6∫
α1．，1993）および酵素分解ペプチド（Takahashi8∫α」．，1988）を用いた実
験により、複数の丁細胞エピトープが同定されている。牛乳の低アレルゲン化
の試みとしては、β一ラクトグロブリンの乳清タンパク質からの選択的除去
（Mate　and　Krochta，1994）、超高圧下での選択的酵素分解（Hayashi8∫
α1。，1987）などが知られている。
（3）魚貝類のアレルゲン
　本研究の対象である魚貝類も、当然のことながらアレルゲンとなる。地域別
による正確なデータは無いが、一般的に我が国をはじめとした魚貝類の消費が
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多い沿岸諸国において、魚貝類アレルギーが顕著に認められるようである。魚
貝類が原因となるアレルギーとして、ホヤ喘息が知られている。このアレルギー
は、養殖カキの殻に付着するホヤの体液飛沫を剥身作業員が吸入することで感
作、発症するいわゆる職業性アレルギー（occupational　allergy）である。
これはアレルゲンの摂取経路が異なるため食物アレルギーではないが、IgE抗
体を媒介とする典型的な1型アレルギーであるために、アレルゲンの性状につ
いて多少記する。シロボヤSな81αρ1’cα1αより得られた3種類のアレルゲン
（Gi－rep、Ei－M、D皿a）は、いずれも糖含量の比較的高い糖タンパク質で
あり、Gi－repおよびEi－Mが、それぞれ平均分子量106k、23kの酸性糖タ
ンパク質であること（Oka61α1．，1982a）、また、D皿aが平均分子量10k
の弱酸性糖タンパク質であること（Suzuki81α1．，1984）が明らかにされた。
各アレルゲンに対する動物抗血清を用いた交差反応性の解析より、3種類のエ
ピトープ（α、βおよびY型）が糖鎖上に存在することが明らかになっている
（Oka61α1．，1982b、1987）。また、ホヤの他にも、加工や調理の際に生
じる蒸気を吸入することで、同様に喘息や轟麻疹等のアレルギー症状を示す例
がエビ（Gaddie8言α1．，1980）、カニ（Cartier81α1．，1984）、イカ
（Carrillo召1α1．，1991）などで報告されている。
　一方、本研究の目的とするところの、食物アレルゲンとしての魚貝類アレル
ゲンに関しては単離、同定例が乏しく、数種の魚類および無脊椎動物（甲殻類、
軟体動物）に限られている。魚類アレルギーは主に小児において観察されるア
レルギーである。スウェーデンでは、小児アレルギー患者の39％が魚に対し
て感受性があるとされており（Dann3eus6∫α1，，1977）、ノルウエーにおい
ては、夏000人に1人は魚（特にタラ）アレルギー患者であると言われている
（Aas，1987）。また、同様に水産物の消費量が高いスペインに至っては、
小児の30％が魚に対して感受性があり、魚類が卵に続く第二のアレルギー原
因食品であるとされている（Crespo81α1．，1992）。我が国においても、小
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児を中心に魚類アレルギーが多数報告されている。放射線アレルゲン吸着試験
（radioaHergosorbent　test；RAST）を用いたスクリーニングでは、患者血
清中のlgE抗体が結合する魚種には個人差があり、様々な魚類が原因食品とな
ることが知られている。これに対し、スカンジナビア諸国においては、タラ
Gα伽s　cαllα7’αsが魚類アレルギーの主な原因食品となっている。
　G．cαllα7∫αsの普通筋より等電点分離法を用いて単離されたアレ1ルゲン
（Allergen　M，G認c1）は、魚貝類アレルゲン単離の最初の例である
（Elsayed　and　Aas，1971）。その後、Gα4c1の一次構造解析が行なわれ、
アミノ酸113残基からなる分子量12328のタンパク質であり、アミノ酸配列の
相同性からパルブアルブミンであることが明らかとなった（E夏sayedand
Bennich，1975）。パルブアルブミンは主に水棲ハ虫類以下の下等脊椎動物
の筋肉中に多量に存在するタンパク質であり、細胞内外のCa2＋の移動を調節
している。パルブアルブミンは3つの類似したドメイン（AB、CD、EF）か
らなり、この内、CD、EFがCa2＋結合能を持つ。σα4c1のlgE結合エピトー
プは少なくとも5個存在すると斉れているが（Elsayed　and　Apold，1983〉、
これらを明らかにするためにまずプロテアーゼ消化断片について研究が進めら
れた。Elsayedαα1．（1972）は、Gα4c1をトリフルオロアセチル化し、
唯一のArg残基のカルボキシル側をトリプシンで切断して2つのフラグメント
TMl（1－75残基：ABおよびCDドメインを含む）およびTM2（76－113残基：
EFドメインを含む）を得た。これを基にTMlのトリプシン分解（Elsayed
ε砲1．，1976）、TM2のトリプシン限定分解（Elsayed　and　Apold，1977）
により得られた各断片について、タラアレルギー患者血清中のlgE抗体との反
応性を競合RASTで測定することにより、次の3つのアミノ酸配列をlgE結合
　33VGLDAFSADELK44
　65LFLIAFAADL74
　88AGDSDGDGK96
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エピトープと同定した。また、CD、EFドメインとは異なりCa2＋結合能を持
たないABドメイン中の以下の配列も、IgE抗体と2価結合することが明ら
　13AAEAACFKEGSFDEDGFYAK32
かとなっている（Elsayed　and　Apold，1983）。近年、魚類アレルゲンと
してのパルブアルブミンが他の魚種からも単離されており、サケSα」〃～o　sα1α7
よりSα131が（Llndstr¢m窃α1，，1996）、マアジTrαc加7硲」卯on記泥s
よりT7αノ1（Shiomi81α1．，1998）が得られている。このように、魚貝類
アレルゲンの中で最も研究が進んでいるパルブアルブミンであるが、その丁細
胞エピトープは未だ明らかにはされていない。この他に、一部の魚類アレルギー
患者に対しては、精子核特異的タンパク質であるプロタミンがアレルゲンとなっ
ているという報告もある（Kn＆pe81α1．，1981）。
　無脊椎動物は分類学上ヒトから離れた位置に存在するために、その生体成分
がアレルゲンとなる可能性は高い。甲殻類、軟体動物はもとより、我が国にお
いて食材とされている腔腸動物（クラゲ）、棘皮動物（ウニ、ナマコ）もアレ
ルゲンを含有する可能性を秘夢ているが・後者二動物の食物アレルで「はあま
り例を見ない。後生動物中最大の門である節足動物門に属する甲殻綱（類）は、
約5万種存在する。一般に水産資源として利用されているのは多くが十脚目の
生物であり、アレルギーの症例およびアレルゲンの単離例が報告されているの
も、十脚目クルマエビ科のエビについてのものが大部分を占める。Hoffman
81α1．（1981）が初めてエビ（種不詳）の抽出液から単離した主要アレルゲ
ン＆ntlgen　Hは、分子量38k》等電点45、糖含量4・0％のタンパク質であっ
た。他にマイナーなアレルゲンとして2本のポリペプチド鎖からなる分子量21
kのタンパク質antigenIを単離している（Hoffman8‘α1，，1981）。インド
エビPεnα8μs加読c麗からは、主要アレルゲンとして分子量34kのタンパク
質Sa歌（、P8n11）と第二のアレルゲンとして分子量8．2kのタンパク質Sa－1
が単離されている（Nagpal6ごα1．，1989）。また、Nagpal61α1。（1987）
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は、tRNAであると考えられる高分子量のアレルゲン（Sa一皿）も単離してい
るが、これについては未だ確証を得てはいない。Pεn’1の性状を明らかにす
るために、Shanti81α1．（1993）は、P6n11の酵素分解ペプチドのアミノ
酸配列分析を行った。その結果、ショウジョウバエD7030ρh∫1α
灘61απ09αs陀7のトロポミオシンと86％の相同性を示し、・P8n∫1がインドエ
ビのトロポミオシンであることが明らかにされた。トロポミオシンは、ダニ
P8〃ηα∫oρhαgo’46s∫α71nα8の吸入性アレルゲン（Z）67∫1、Pε7∫2）とし
ても同定されており（Aki61α1．，1995）、またエビ、ダニ、昆虫間におい
ての交差反応も明らかにされている（Witteman8∫αZ．，1994）。トロポミ
オシンは筋肉においてアクチンやトロポニンTとともに筋肉の収縮を調節して
いる筋原線維タンパク質であり、α一ヘリックス構造を持つサブユニット2本か
らなる繊維状の分子構造を持つ。一次構造の特徴として、1位と5位に疎水性
アミノ酸残基を持つ7残基の繰り返し構造を有する。エビのアレルゲンとして
のトロポミオシンは、ブラウンシュリンプP6nα6κs碇6陀cμ5においても同定
されている。Daul8～α1．（1994）はP．硯816c甜sの抽出液を調製用
SDS－PAGEに供し、分子量36k、等電点5．2、糖含量2．9％のタンパク質P6n
α1を単離し、部分アミノ酸配列分析からトロポミオシンであることを明らか
にした。一方、遺伝子のクローニングによっても、エビのアレルゲンが同定さ
れている。Leung8言α1．（1994）はヨシエビM8‘叩8nα8μs召n3∫sのcDNAラ
イブラリーからエビアレルギー患者血清中のlgE抗体と反応するクローンを選
び、これを発現させることにタりアレルゲン（ル18オ81）を得た。ル毎81は
分子量34kのタンパク質でありであり、cDNAの塩基配列から求められたア
ミノ酸配列は、ショウジョウバエのトロポミオシンと高い相同性を示した
（Leung8∫α1。，1994）。この他に、Lin6∫α1．（1993）はサケエビ
Pα7αP6nα甜s∫1ssμ剛sの抽出液からSDS－PAGEにより分子量39k・等電点
5．1－5。6の6つのアイソマーをアレルゲン（Pα7∫1）として単離した。Pα7！
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1は分子量、等電点についてはP6κ∫1、、P8πα1、ルf6∫ε1と類似するが、ア
ミノ酸組成の特徴や部分アミノ酸配列が典型的なトロポミオシンのものとは異
なっていた。エビのトロポミオシンのlgE結合エピトープはPεnメ1において
はじめて同定された。Shanti81α1．（1993）は1％n∫1の酵素分解ペプチド
とlgE抗体との結合性を競合ELISAで測定し、エピトープを含むと予想され
る次の2つのペプチドを決定した。この2つのアミノ酸配列は、醒8オ召1
　5GMQQLENDLDQvQESLLK66
　153FLAEEADRKI61
においても存在が確認されている（Leung6∫α1．，1994）。また、
Miyazawaεオα1．（1996）は、後述するスルメイカのアレルゲンとともに、
コウライエビ（大正エビ・）P6nα8μs　o718彫α1∫sより分子量39kのトロポミオ
シンと思われるアレルゲンP6n　o1を単離している。これら複数の単離例によ
れば、各エビのトロポミオシン間のアミノ酸配列の相同性は極めて高い。
　食物アレルゲンと．してのカニのアレルゲンの研究例は、エビに比べれば少な
い。Bushαα1．（未発表）はエビのアレルゲンの例に習い、snow　crab
Ch11208c616soρ∫1∫s（ズワイガニの仲間）の加熱抽出液をSDS－PAGEに供し、
IgE抗体と反応する18本のバンドを得た。この中でアレルギー患者血清が最
も反応したのは、分子量36kではなく14，750のタンパク質であった。カニア
レルゲンの単離例としては、わずかにLin8ご4．（1993）がPα7∫1と平行し
てガザミPor膨n麗sガ7∫砺わ876μlo砺sから分子量39kのアレルゲンを精製して
おり、3つの部分アミノ酸配列においてPα7∫1との間に62－83％の相同性を
確認している。
　軟体動物門は、種の数において節足動物門に次ぐ約8万種が存在する。一般
に水産資源としては、員殻類（以下、単に貝類とする）である腹足綱（巻貝）、
斧足綱（二枚貝）ならびに頭足類（イカ、タコ）が利用されており、我が国を
はじめとした世界の各地域において重要な食材となっている。これまでに報告
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されたいくつかの軟体動物摂取によるアレルギー症例、すなわちカタッムリ
（deねCuesta61α1．，1989）、アワビ（Morikawa81α1．，1990）、カサ
ガイ（carrmo6」α1．，1991）、イカ（carrillo6‘α1．，1992）による症例
では、これらがlgE抗体媒介性の反応であることが明らかにされている。また、
アレルゲン問の交差反応について、Lehrer　and　McCants（1987）はアメリ
カカキC7αssos∫76αv’78’ni6αと甲殻類（shrimp、crab、110bster、
crayflsh）のアレルゲンが共通の抗原構造を有すると報告している。この他
にカサガイと甲殻類（CarriIlo6オα1．，1991）、イカと甲殻類（Carrino81
α1．，1992）、およびハマグリとエビ（Desjardins8短」．，1995〉の間に交
差反応が確認されている。これまで軟体動物からのアレルゲンの単離例は皆無
であったが、本研究と平行してMiyazawa61α1．（1996）が最近、我が国で
最も消費量の多い水産物であるスルメイカTo4α70485、ραcゲた硲より分子量
38kのアレルゲンTo4、ρ1を単離し、部分アミノ酸配列よりトロポミオシン
であることを明らかにした。To4ρ1は、コウライエビのアレルゲンP6n　o1
と交差反応することも確認さわている（Miyazawa6オα1・・1996）・現在の
ところTo4P1のIgE結合エピトープは同定されておらず、当然のことながら
P6η∫1のエピトープとの比較は試みられていない。
本研究の目的と概要
　本研究では、魚類、甲殻類以外の魚貝類アレルゲンとして軟体動物、特に単
離例のない貝類に着目して、アレルゲン本体の単離およびその物理化学的なら
びに免疫学的性状を明らかにすることを目的とした。第1章では、貝類アレル
ゲンの検索として、魚貝類アレルギー患者血清を用いたELISAによるアレル
ゲン性のスクリーニングを行い、アレルゲンが貝類に普遍的に存在することを
確認した。第2章ではスクリーニングにおいて高いアレルゲン性の認められた
斧足綱マガキC7α∬OS1紹αg∫8αSのアレルゲン精製として、加熱抽出液よりゲ
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ルろ過、イオン交換FPLC（fastproteinliquidchromatography）および
逆相HPLC（highperformanceliquidchromatography〉により主要ア
レルゲンC7α81、C7α82を精製した。第3章では、部分アミノ酸配列分析
より、C7αg1が既知のエビのアレルゲン、スルメイカのアレルゲン同様にト
ロポミオシンであることを明らかにするとともに、競合ELISAによるlgE結
合エピトープの解析を行った。第4章では、C7α82について同樺に部分アミ
ノ酸配列分析およびlgE結合エピトープの解析を行った。第5章では、合成ペ
プチドを用いてC7α91のlgE結合エピトープにおける重要なアミノ酸残基の
推定を行った。第6章では、腹足綱サザエ丁雄わo　co7n漉硲のアレルゲンの精
製を行い、同時にCrα91との比較を目的にlgE結合エピトープの推定を行っ
た。本論文はこれらの結果を取りまとめたものである。なお、第1－6章の内容
はすでに下記のごとく口頭発表済み（一部は予定）であり、第2、3、4、6章
の内容については学術論文としても発表済みである。第5章の内容についても
近く学術論文としてまとめ発表する予定である。
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第1章　患者血清を用いたE：LISAによる
　　　各種貝類のアレルゲン性の評価
　序論でも述べたように、一般的な食物アレルギーは患者血清中のlgE抗体に
よる1型アレルギーがほとんどを占める。アレルゲン性の評価には、RASTあ
るいはELISAが用いられるが、ELISAは放射性同位元素を用いることなく簡
便に行えるため、本研究においてはアレルゲン性のスクリーニングならびにア
レルゲン精製の際の指標としてはすべてELISAを用いた。本章では、食用貝
類8種を選び、抽出液中のアレルゲン性の評価を行うことを目的とした。
方　法
試料
　試料として用いた貝類は、斧足綱（Class　Pelecypoda）マルスダレ科
（Family　Veneridae）のアザリT4ρ6s1仰on’oα・イタボガキ科（Family
Ostreidae）のマガキC7αsso3f78α8∫8αs、イタヤガイ科（Family
Pectinidae）のホタテガイPα∫∫nop8c陀ηyε530εns∫5、バカガイ科（Family
Mactridae）のバカガイMαc17αchZn召nsis、マテガイ科　（Famlly
Solenidae）のマテガイSol6n　s∫7∫c鋤s、アゲマキS加onovαcκ1αcon3オ7∫o∫α、
イガイ科（Family　Mytilidae）のムラサキイガイMy1∫1μs64配1’5および腹足
綱（ClassGastropoda）リュウテン科（Family　Turbinidae）のサザエ
Tμ酌o　co7nκ観sの計8種類である。いずれの試料も市販品を用い、生鮮状態
にて実験に供した。
抽出液の調製
　試料は脱殻（むき身で購入したマガキを除く）した後、ホタテガイおよびサ
一21一
ザエについては内臓を除いた筋肉部を、バカガイについては足筋のみを、その
他は軟体部全体を抽出に供した。各試料約6gを正確に秤り取り、3倍量の抽
出緩衝液（0．02M　KC1を含む0。01Mリン酸緩衝液、pH7．0）を加えてホ
モジナイズし、冷却遠心分離（18，800x　g、4。C、20min）により上清を得
た。沈殿に再度3倍量の同緩衝液を加えて同様に抽出を行い、先の上清と併せ
て抽出液とした。
血清
　本研究においては、魚貝類を摂取することによりアレルギー症状を呈する4
人の患者（Patients1－4）より得た血清を患者血清として用いた。医者によ
り、Patients1－3は軟体動物、甲殻類の両者に対して、Patient4は甲殻類の
みに対してアレルギー症状を呈すると診断された患者である。一方、魚員類を
含めて、食物アレルギーの自覚症状の無い3人（Controls1－3）より得た血
清を対照血清として使用した。本章のスクリーニングにおいては、供給量の最
も多いPatlent1を患者血清として、また、ControHを対照血清として用い
た。
ELISA
　ELISAは抗原固相法にて行った。すなわち試料溶液を固相化緩衝液（0．05
M炭酸ナトリウム緩衝液、pH9．5）で適宜希釈した後、96ウェル平底
ELISAプレート（ELISAPl郎e　HType、住友ベークライト、東京）の各ウェ
ルに100μ1ずつ加えた。プレートを37。C、2hrインキュベイトした後、400
．μ1の洗浄液（0．05％のTween20を含むリン酸緩衝化生理食塩水（PBS）：
136。9mM　NaC1、2。7mM　KCl、8，1mM　Na2HPO4、L5mM　KH2PO4、
pH7．4）で5回、マイクロプレートウォツシャ（ーmodel1250
1mmunowash；Bio－RadLaboratories、CA、USA）を用いて洗浄した
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（以下の洗浄操作はすべて同様に行った）。続いて、抗原を固相化したプレー
トのブロッキングのため、各ウエルに350μ1の1％ウシ血清アルブミン
（BSA）のPBS溶液を加えて、37℃2hrインキュベイトした後、洗浄した。
ここで、一次抗体となる血清を抗体希釈液（0．1％BSAのPBS溶液）で1：50
に希釈して100μ1ずつウェルに加え、37。C、30minインキュベイトした後、
洗浄した。さらに、二次抗体となるペルオキシダーゼ標識抗ヒトlgEヤギ抗体
（Kirkegaard＆Perry　Laboratories，MD，USA）を抗体希釈液で
L2500に希釈したものを100μ1加え、37。C、30minインキュペイトした後、
洗浄した。最後に、各ウェルに100、μ1の基質溶液（0．1％o一フェニレンジア
ミンニ塩酸塩および0。03％H202を含む0．05Mリン酸一クエン酸緩衝液、
pH5。0）を加え、室温暗所で30min反応させた。100μ1のIM硫酸添加に
より反応を停止させた後、各ウェルの490nmにおける吸光度をマイクロプレー
トリーダー（model4501Bio－RadLaboratorles）にて測定した。なお、
ELISAは各試料につき少なくとも3回測定し、データはすべて平均値で表示
した。
タンパク質の定量
　タンパク質の定量は、Lowry8オα1，（1951）の方法により行った。標準
タンパク質としては、ウシ血清アルブミン（BSA）を用いた。
結　果
　各試料の抽出液中の全タンパク質に占めるアレルゲンの量を比較するために、
抽出液のタンパク質濃度を測定し、固相化緩衝液で3L6μg／m1となるように
希釈後、さらに同緩衝液で半対数希釈して（10，3。16，1μ9／ml）ELISAに
供した。結果をTable1－1に示すが、アサリ、マガキ、バカガイが患者血清を
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用いたELISAにおいて、特に高い吸光度を与えた。これに対して、ムラサキ
イガイおよびサザエの2種での吸光度はかなり低かった。いずれの試料でも、
対照血清を用いたときのELISA値もある程度高かったが、患者血清のELISA
値と比べると半分以下であった。
考　察
　すべての試料において、対照血清のELISA値に比べて患者血清のELISA値
が高かったことから、患者血清中のlgE抗体が特異的に認識するアレルゲンが
存在する、すなわち貝類には普遍的にアレルゲンが存在すると判断された。患
者血清で特に高いELISA値を与えたのはアサリ、マガキ、バカガイであるが、
アサリとマガキの抽出液のタンパク質濃度が高いことを考えると、これら2種
はアレルギーを起こしやすいと思われる。また、バカガイのタンパク質濃度は
それほど高くないが、患者血清と対照血清でのELISA値の差が大きい（10倍
以上）ことから、やはりアレルギーを起こしやすい種類と判断される。一方、
患者血清のELISA値が比較的低かったムラサキイガイおよびサザエの2種は
抽出液のタンパク質濃度も低く、上記3種よりはアレルギーになり難いものと
判断される。なお、対照血清のELISA値が高い例が多いが、これは粗抽出液
ではよくみられる現象であり、アレルゲン以外の爽雑タンパク質が血清中の
IgE抗体に非特異的に吸着した現象と考えられる。
　アレルゲンとなる成分がそれぞれの貝に固有の特殊な成分であるとは考え難
く、何らかの共通成分であると推定される。この推定は正しく、次章以下で述
べるように、マガキおよびサザエのアレルゲンはいずれもトロポミオシンであ
る。したがって、Table1－1の結果は、共通成分の抽出液中の含有率を反映し
ているとも考えられるし、他方共通成分の有するアレルゲン性の違い、すなわ
ちlgE結合エピトープのアミノ酸配列の違いを反映しているとも考えられる。
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これらの点をより明らかにするためには、アレルゲンタンパク質の単離、同定
およびそのlgE結合エピトープの鯉析が必須であり、次章以降の研究を行った。
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Table 1-1. Results 
f r om 
in ELISA performed 
8 species of shellfish 
uslng crud  ext r acts 
Species Protei n 
concentration 
of crude 
ex t rac t 
(mg/ml) 
Absorbance at 490um 
Concentration of protein ( /Lg/ml) 
3 1 .6 10 3.16 1 
Class Pelecypoda 
Tapes japonica 
(Asari ) * 1 
Crassostrea gigas 
(Magaki) 
Patinopecten yessoensis 
(Hotategai) 
Mactra chinensis 
(Bakagai) 
Solen strictus 
(Mategai) 
S inonovacula constricta 
(Agemaki) 
Mytilus edulis 
(M u ras aki i gai ) 
Class Gastropoda 
Turbo cornutus 
(S a7_ae) 
8.4 
5.7 
5.3 
3 .8 
4.8 
3.1 
3 .8 
3 .6 
0.422 
(367) * 2 
0.562 
(489) 
0.291 
(3 64) 
0.432 
( I 080) 
0.371 
(3 75) 
0.215 
( 276 ) 
0.121 
(181) 
O. 13 1 
(205) 
0.349 
(436) 
0.461 
(623 ) 
0.239 
(469) 
0.396 
(1238) 
0,222 
(33 1 ) 
0.204 
(434) 
0.099 
(248) 
O. 1 10 
(200) 
O. 17 l 
(259) 
O. 1 65 
(217) 
O. I 09 
(404) 
0.270 
( I OOO) 
0.065 
(203 ) 
O. I OO 
(323) 
0.052 
(200) 
.038 
(-) 
0.099 
(171) 
0.097 
(206) 
0.028 
(-) 
O. 103 
(~) 
0.012 
(-) 
0.021 
(-) 
0.007 
(-) 
0.013 
(-) 
* I (.Tapanese name) 
*2Values in parentheses indica e p rcentage to controls; (-) , Less tha  100~ifo 
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第2章　マガキアレルゲンの精製および諸性状
　前章のアレルゲン性のスクリーニングにおいて、アレルゲン性に高低が認め
られたものの、アレルゲンが貝類に普遍的に存在することが明らかとなった。
本章では、高いアレルゲン性を示した中からマガキC7α330S∫紹αg∫gαSを選び、
その主要アレルゲンの単離および物理化学的性状の解明を目的とした。なお、
マガキの摂食によるアレルギーについては、実際に発症例も知られている。
方　法
試料
　市販の脱殻した新鮮なマガキを購入し、使用時まで一20。Cに凍結保存した。
ELISA　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　－
　ELISAは、基本的には第1章で述べた方法で行い、精製の指標としての
ELISAを行う際は、第1章と同じ血清（Patient1およびControl1）を使用
した。また、精製アレルゲンの血清との反応性の確認には、7種類、の血清
（Patients1－4およびControls1－3）を用いた。この場合は、精製アレルゲ
ンを1μg／mlの濃度でプレートに固相化した。なお、血清の希釈倍率はいずれ
の場合もL50とした。
精製方法
　凍結保存試料150gを解凍後、等量の蒸留水を加えてホモジナイズした。ホ
モジネイトを沸騰水浴中で10min加熱した後、冷却し、遠心分離（18，800
×8、4。C、20m玉n）により上清を集めた。沈殿をさらに等量の蒸留水で再度
抽出し、双方の上清を合わせて粗抽出液とした。粗抽出液をスペクトラ／ポァ
1メンブレン　（Molecular　weight　cut　off6000－8000；Spectrum
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Medical　Industries，TX，USA〉を用いて蒸留水に対して十分に透析し、凍
結乾燥した。乾燥物を20mlの緩衝液（0．15MNaC1を含む0．01Mリン酸
緩衝液、pH7．0）に溶解し、同緩衝液で平衡化したSephacryl　S－300カラム
（25×95cml　Ph＆rmacia　Biotech，UpPsala，Sweden）に添加（1回の
クロマトグラフィーにつき約10ml）した。溶出は流速44m夏／hrで行い、10
mlずつ分取した。各フラクションの280nmにおける吸光度を測「定するとと
もに、固相化緩衝液で200倍に希釈してEL1SAに供した。ELISAで高い吸光
度の得られた画分をアレルゲン画分として集め、蒸留水に対して十分に透析し、
凍結乾燥した。乾燥物を6m1の緩衝液（0．OIMトリスー塩酸緩衝液、pH
8．0）に溶解後、孔径0．20μmのメンブレンフィルター（DISMIC－13CPl東
洋濾紙、東京）でろ過し、陰イオン交換体であるMono　Q　HR5／5カラム
（05×5cml　Pharmacia　Biotech）を用いるFast　prote加1iquid
chromatography（FPLC）に供した。試料を添加（1回のクロマトグラフィー
につき約1ml）し、．同緩衝液で非吸着物質を洗浄した後、緩衝液中のNaClの
直線的濃度勾配（0．0－LOM、45min）により吸着物質を溶出した。なお、
流速は1ml／minに保ち、UV検出器で280nmの吸光度を連続的に記録しな
がら1mlずつ分取した。各フラクションを固相化緩衝液で250倍に希釈して
ELISAに供した。ここで2つのピークに分れて溶出したアレルゲン画分
（Fig．2－2参照）をそれぞれ等量の0．1％トリフルオロ酢酸（TFA）で希釈
した後、孔径0．45μmのメンブレンフィルター（DISMIC－25CSl東洋濾紙）
でろ過し、0。1％TFAで平痴化した逆相担体であるTSKgel　Pheny1－5PW
RPカラム（0．46×7．5cml東ソー、東京）を用いる高速液体クロマトグラ
フィー（HPLC）に供した。アレルゲンの溶出は0．1％TFA中のアセトニト
リルの濃度勾配（詳細はFig．2－3を参照）により行った。流速は1ml／minに
保ち、UV検出器で280nmの吸光度を連続的に記録しながら、アレルゲンを
含むピーク（あらかじめ少量の試料でアレルゲンを含むピークを確認した）に
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対応する溶出液を集めた。集めた溶出液を凍結乾燥し、精製アレルゲンとして
用いた。
タンパク質の定量
　タンパク質の定量は、Lowry6～α1．（1951）の方法により行った。標準
タンパク質としては、ウシ血清アルブミン（BSA）を用いた。
糖の定量
　糖の定量は、D一グルコースを標準として、
α1．，1956）により行った。
フェノールー硫酸法（Dubois61
分子量測定
　分子量の測定は、TSKgel　G3000SWカラム（0．75×30cml東ソー）を
用いたHPLCによるゲルろ過法およびドデシル硫酸ナトリウムーポリァクリル
アミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）により行った。ゲルろ過では、移動相
（0．15MNaCIを含む0．05Mリン酸緩衝液、pH7．0）の流速を0．5
ml／minに保ち、標準タンパク質としてthyrqglobulin（分子量669k）、
ferritin（440k）およびaldolase（158k）を用いた。SDS－PAGEでは、
泳動装置としてPhastSystem（Pharmacia　Biotech）を、ゲルとして
PhastGel　Gradient10－15（Pharmacia　Biotech）を、バッファーストリッ
プとしてPhastGel　SDS　Buffer　Strips（Pharmacia　Biotech〉を使用した。
泳動に先立ち、精製アレルゲンはそれぞれ、1％2一メルカプトエタノールの
存在下あるいは非存在下に試料緩衝液（1％SDS、20％グリセロールを含む
0．01Mトリスー塩酸緩衝液、pH6．8）に溶解し、沸騰水浴中で』0min加熱
した。標準タンパク質としては、phosphorylase　b（分子量94k），BSA（67
k），ovalbumin（43k），carbonic　anhydrase（30k），soybean　trypsin
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inhibitor（20k）およびα4actalbumin（14k）を含むLow　molecular
weight　electrophoresis　calibration　kit（Pharmada　Biotech）を用いた。
泳動条件およびクマシーブリリアントブルーによる染色、脱色条件は、
PhastSystemの取り扱い説明書によった。
アミノ酸組成分析
　各々の精製アレルゲン（45μ9）に0。2％3一（2一アミノエチル）インドール
を含む4Mメタンスルホン酸を50μ1加え、減圧封管後、115±1。Cにおいて
24hr加水分解した。反応液を50μ1の3．5MNaOHで中和し、さらに0．2M
クエン酸緩衝液（pH2．2）05m1で希釈し、希釈液0。4mlをそれぞれアミノ
酸自動分析計（MLC－703型’アトー、東京）に供した。
結　果
アレルゲンタンパク質の単離
　粗抽出液をSephacryl　S－300を用いるゲルろ過に供したところ、ELISAに
おけるPatient1血清に対する高い吸光度、すなわちアレルゲン性はvoid
volumeの直後付近に認められた（Fig。24）。Frs．23－27をアレルゲン画
分として集め、Mono　Q　HR5／5カラムに供したところ、アレルゲンはカラム
に吸着され・0・4－0・7MNaC1付近に2つのピークに別れて溶串した（Fig．
2－2）。なお、この画分のControl1血清に対する反応性は、まったく認めら
れなかった。ここで、国際免疫学会連合（lntemational　Union　of
Immunological　Societles）のアレルゲン命名法に従い、それぞれのピーク
に対応するアレルゲンをマガキの学名C7αsso5178α48αsに因んで溶出順に
C7αg1およびCrαg2とした。精製の最終段階であるTSKgel
Phenyl－5PW　RPにおいては、C辺91、C厩92はいずれも保持時間22
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minの主要なピークとして溶出した（Fig．2－3）。このようにして、試料150
gからC7αg1が55mg、C7αg2が05mg得られた。
精製アレルゲンの諸性状
　精製アレルゲンの各種血清に対する反応性をFig．2－4に示す。いずれの血
清に対してもC7αg　l、C7αg2の反応性はほぼ同等であり、軟体動物、甲殻
類の両者に対してアレルギー症状を呈する2人の患者（Patients1および2）
の血清に対して高い反応を示した。Patient3も軟体動物と甲殻類の両者に対
してアレルギー症状を呈する患者であるが、アレルゲンとPatient3血清との
反応性はやや弱かった。一方、甲殻類のみに対してアレルギー症状を呈する患
者Patient4の血清との反応はかなり弱かったが、Controls1－3の血清と比べ
て明らかに陽性と判断された。
TSKgel　G3000SWを用いたゲルろ過法による分子量測定では、Cm81お
よびC7αg2はいずれも同じ保持時間に単一ピークとして溶出され、450kと
推定された（Fig・2－5）・SpS－PAGEにおいては・C7α91・C7α92とも
に非還元下では分子量86k、還元下では35kのシングルバンドを与えた
（Fig・2－6）・フェノールー硫酸法により・C7α81・C7α92の糟含量はそ
れぞれ4．5％、5．5％と求められ、糖タンパク質であることが判明した。C7α
91およびC7α92のアミノ酸組成をTable24に示す。両者のアミノ酸組成
は非常に類似しており、いずれもGlxが約30％と最も多く、次いでAsx、AI＆
およびLeuがそれぞれ約10％と比較的高含量であるのに対し、ProとTrpを含
まないことが特徴であった。
考　察
マガキの主要アレルゲン（C7α81およびC7αg2）を加熱抽出液より
　　　　　　　　　　　　　　　一31一
Sephacryl　S－300、Mono　Q　HR5／5およびTSKgel　Phenyl－5PW　RPの3
ステップで高収率に単離精製することができた。これは貝類のアレルゲンを単
離した最初の例であり、本研究遂行中にスルメイカからアレルゲンの単離が報
告されたので（Miyazawa61α1．，1996）、軟体動物のアレルゲンの単離と
しては第2の例となった。単離した2成分のCrαgsはお互いに性状が非常に類
似しており、第3章および第4章で述べるようにアミノ酸配列分析によりいず
れもトロポミオシンであることが明らかにされた。
　C7αgsの物理化学的性状として、加熱に対する安定性が挙げられる。β一ラ
クトグロブリンなどの乳清タンパク質のアレルゲン性が加熱により低下する例
（HeppeH81α1．，1984）などを除き、多くのアレルゲンが熱に安定である。
C7αgsの精製の予備実験において、非加熱抽出液をSephacryl　S－300にょる
ゲルろ過に供したところ、アレルゲンの溶出位置はFig．24と同じであった
（データは示さず）。また、抽出液の加熱前後のELISAにおける吸光度を比
較すると、加熱後の方がやや高い傾向を示した（データは示さず）。この結果
が、加熱によるアレルゲン性の増加であるのか、また、ELISAに負の影響を
与える物質の加熱沈殿によるものであるかは、今回検討は行わなかった。いず
れにせよ、抽出液の加熱によりアレルゲン以外の多くのタンパク質が沈殿し、
アレルゲンの精製を効果的に行うことができた。さらに、C7αgsのpH安定性
は確認していないが、0．1％TFA中で安定であることより、胃酵程度の酸性
条件下でもアレルゲン性を消失する程の変性は受けないことが予想できる。
　一般的に、アレルゲンの分子量は抗原性の発現、腸管の透過性ならびにマス
ト細胞上のlgE抗体の架橋の必要性から10－70k程度であるとされている
（Taylor8オα1．』1987）。C7αgsのSDS－PAGEにおける推定分子量を他の
魚貝類アレルゲンと比較してみる。非還元時の86kに関しては参考となる報
告が無いために明らかではないが、還元時の35kは、エビのアレルゲンP6n　i
1の34k（NagPalαα1．，1989）、Pεηα1の36k（Daul　e‘α」・，1994）、
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〃『81召1の34k（Leung81α1．，1994）、P8π01の39k（Miyazawa61
α」．，1996）、Pα7∫1の39k（Lin6∫α1．，1993）およびスルメイカのアレ
ルゲンTo4ρ1の38k（Miyazawa8オα1。，1996）に類似し、魚類のアレル
ゲンGαゴc1（ElsayedandBennlch，1975）、Sαls1（Lindstrφm6∫
α1．，1996）およびT7αゾ1（Shioml81α1．，1998）の12kとは異なった。
・Pα7∫1を除く4種類のエビのアレルゲンおよびTo4p　lがトロポミオシンで
あることが明らかにされているところから、分子量の点でC7αgsはトロポミ
オシンである可能性が示唆された。また、P6n∫1は6M尿素存在下の
SDS－PAGEにおいて50kにバンドがシフトしており、これがトロポミオシン
の特徴であるとされているが（Shanti8オα1．，1993）、本研究のC7αgsにつ
いてもこの現象を確認をしている（データは示さず）。一方、ゲルろ過におい
て比較的高い分子量を呈する現象はP8n∫1の精製においても認められており
（NagPa16ごα1．，1989）、Pεη∫1はB量oGel　P－200カラムのvoid　volume
に溶出し、見掛け上の分子量は200k以上とされている。Nagpal6∫αZ．はこ
の中で、これが、P8n11の加熱による凝集あるいは非球形状の分子構造による
ものと考察している。しかし、本研究において、非加熱抽出物も同様に450k
を示すことが確認されたため、この現象はトロポミオシンの持つ繊維状の分子
形状によると考えられた。
　C7αgsのアミノ酸組成における特徴も、エビ類のアレルゲンであるPεn’1
（Nagpalαα1。，1989）、P8nα1　（Daul　e∫α1．，1994）、ルfα61
（Leung81α1．，1994）と非常に似ており、さらに他の動物由来のトロポミ
オシンのそれとも類似している。これら各物理化学的性状から、マガキの主要
アレルゲンC7α91およびC耀92はトロポミオシンであり、両者がイオン交
換クロマトグラフィーにより分離可能なイソ体であると結論した。アミノ酸配
列分析によるトロポミオシンであることの確認は、それぞれ第3章および第4
章で述べることにする。
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Table 2-1. Amino acid compositions of Cra gs 
Mol % 
Amino acid Cra g 1 Crag 2 
Asx 
Thr 
Ser 
Glx 
Pro 
Gly 
Ala 
Val 
Cys (half) 
Met 
Ile 
Leu 
Tyr 
Phe 
His 
Trp 
Lys 
Arg 
10,2 
5.2 
4.4 
30. 1 
0.0 
1 .O 
1 1 ,7 
3 .4 
0.4 
0.8 
2.8 
10.6 
1 ,9 
1 .4 
0.5 
0.0 
8.7 
6,9 
10.2 
5.3 
4.3 
29.8 
0.0 
1 .5 
1 1 .4 
3.7 
0.4 
0.8 
3.1 
10.9 
1 .8 
1.1 
0.4 
0.0 
8.8 
6.6 
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Fig. 2-1. Gel filtration of the crude extract on Sephacryl S-300. 
The crude extract of oyster was put on a Sephacryl 
S-300 column (2.5 x 95 cm), which was equilibrated 
with 0.01 M phosphate buffer (pH 7.0) containing O. 15 
M NaCl. Fractions of 10 ml were collected at a flow 
rate of 44 ml/hr. A bar with arrows indicates the 
allergenic fractions pooled. 
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Fig. 2-2. Ion-exchange FPLC of the allergenic fraction obtained by 
gel filtration. 
The allergenic fraction obtained by gel filtration (see 
Fig. 2-1) was chromatographed on a Mono Q HR 5/5 
column (0.5 x 5 cm). The column was eluted with a linear 
gradient (0.0-1.0 M in 45 min) of NaCl in 0.01 M Tris-
HCI buffer (pH 8.0). Fractions of I ml were collected at a 
constant flow rate of I ml/min. Bars indicate the Cra gs 1 
and 2 fractions pooled. 
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Fig. 2-3. Reverse-phase HPLC of the two allergenic fractions obtained 
by lon-exchange FPLC. 
The two allergenic fractions (Cra gs I and 2) obtained 
by ion-exchange FPLC (see Fig. 2-2) were separately 
subjected to a TSKgel Phenyl-5PW RP colurnn (0.46 x 7.5 
crn). Elution was performed with a gradient of 
acetonitrile in 0.1(~o TFA. The flow rate was maintained at 
0.5 ml/min. The peak containing Cra g I or Cra g 2 is 
indicated by an arrow. 
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Fig. 2-4. Allergenicitles of Cra gs I and 2. 
The allergenicities of Cra gs I and 2 were examined by 
ELISA. Patient sera were obtained from four subjects 
(Patients 1-4). Patients 1-3 were intolerant to both 
mollusks and crustaceans and Patient 4 was intolerant to 
only crustaceans. Control sera were obtained from three 
subjects (Control 1-3) without adverse reactions after 
ingestion of any seafood. A microtiter plate coated with 
Cra g I or 2 (100 ng/well) was incubated with each serum 
(diluted 1:50) for 30 min at 37'C and ELISA was done 
subsequently. 
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Fig. 2-5. Molecular mass estimation of Cra gs I and 2 by gel 
permeation HPLC. 
The molecular masses of native Cra gs I and 2 were 
estirnated by gel permeation HPLC using a TSKgel 
G3000SW column (0.75 x 30 cm). The column was 
eluted with 0.05 M phosphate buffer (pH 7.0) containing 
0.15 M NaCl at a constant flow rate of 0.5 ml/min. 
Thyroglobulin (669 kDa), ferritin (440 kDa) and 
aldolase ( 158 kDa) were used as standard proteins. 
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Fig. 2-6. SDS-PAGE of Cra. gs I and 2. 
Electrophoresis was performed on a PhastSystem using a 
PhastGel gradient 10-15 and buffer strips. Prior to 
electrophoresis, standard proteins (lanes I and 6), Cra g l 
(lanes 2 and 4) or Cra g 2 (lanes 3 and 5) were treated 
with 1% SDS in the absence (Ianes 1-3) or presence (lanes 
4-6) of I (~o 2- mercaptoethanol. Proteln bands were 
visualized with Coomassie Brilliant Blue R-250. 
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第3章　マガキアレルゲンC1α91の同定および
　　　　　　　IgE結合エピトープの推定
　前章においてマガキから単離したC7α91およびC7α92は、その物理化学
的性状からトロポミオシンであることが強く示唆された。また、両．アレルゲン
の各種血清に対する反応性において、甲殻類のみに対してアレルギー症状を呈
する患者Patient4の血清を用いたときのELISAの値が、軟体動物、甲殻類の
両者に対する患者Patients1－3の血清に比較して低いことが認められた。こ
の理由として、エビとマガキの主要アレルゲンが同じトロポミオシンであって
も、軟体動物アレルギー患者血清と甲殻類アレルギー患者血清1正確には両血
清中の特異的lgE抗体は異なうたエピトープを認識する可能性が考えられる。
そこで本章では、Crα81がトロポミオシンである確証を得るためにアミノ酸
配列分析を行うとともに、IgE結合エピトープを明らかにするために酵素分解
ペプチドを用いた競合ELISAを試みた。
方　法
タンパク質の定量
　タンパク質の定量は、Lowyε∫α1。（1951）の方法により行った。標準
タンパク質としては、ウシ血清アルブミン（BSA）を用いた。
還元およびS一カルボキシアミドメチル化
　C7α91中のジスルフィド結合の還元アルキル化は、次のように行った。小
試験管内のC7α91（1mg）を6Mグアニジン塩酸塩および25mM
EDTAを含む05Mトリスー塩酸緩衝液（pH8。5）1m1に溶解し、2mgの
ジチオスレイトール（DTT）を加えてよく混合した後、試験管内を窒素置換し
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て室温で2hr還元させた。続いて、5mgのヨード酢酸アミドを加えて混合し、
室温暗所で30min反応させた。生成したカルボキシァミドメチル化Crαg1
（CAM－Cm91）は、TSKgel　Phenyl－5PW　RPカラム（0．46×7．5cml
東ソー、東京）を用いる逆相HPLCで精製した。溶出は、0．1％TFA中のア
セトニトリルの直線的濃度勾配（0－70％、100min）により流速0．5
ml／minで行った。溶出液の280nmの吸光度をUV検出器で連続的に検出す
るとともに、CAM－Cm　g1のピークを手動で分取した。
酵素分解
　CAM－Crα91（500μ9）を1mlの0。1Mトリスー塩酸緩衝液（pH9．0）
に溶解し、2μg（5．6mAU；α一ノV－benzoyl－DL－lysineρ一nitroanilideを基
質としてpH9．5、30℃において1μmole／min加水分解する酵素量が1AUと
定義されている）のリシルエンドペプチダーゼ（Lysyl　Endopeptidasel
EC．3．4．2L501．和光純薬工業、大阪）を加えて35。C、6hr消化した。リ
シルエンドペプチダーゼ消！ヒでCAM－C耀g1より生じたペプチドK21
（Fig．34参照）については、さらにトリプシンによる消化も行った。K21
（30μ9）を10mM　CaCl2を含む0．1Mトリスー塩酸緩衝液（pH8．0）0．5
m1に溶解し、0。12μ9（27．1mU；ρ一toluenesulphony1－L－arginine
methyl　esterを基質としてpH8．2、25。Cにおいて1μmole／min加水分解す
る酵素量が1Uと定義されている）のTPCK一トリプシン（E．C．3．4．21．4；
Worthington　Biochemical，NJ，USA）を加えて37。C、24hr消化した。
　それぞれの消化により生じたペプチド断片は、TSKgel　ODS－120Tカラム
（0。46×25cml東ソー）を用いる逆相HPLCにより分離した。溶出は、
0・1％TFA中のアセトニトリルの濃度勾配（詳細はFig．3－1および3－5を参
照）により、流速1ml／minで行った。ペプチドは波長220nmの吸光度で検
出し、各ピークを手動で分取した。なお、各ペプチドの量は、C7α81を標準
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物質とし、逆相HPLCにおけるピーク面積から求めた。
競合ELISA
　ペプチドのような分子量の低い物質はプレートに固相化し難く、抗体との結
合力を通常の固相化ELISAで測定することは困難である。よって、プロテー
ゼ消化により生じたペプチド断片と患者血清中の特異的lgE抗体との結合力は、
競合ELISAにより評価した。C7α81、CAM－C7α81、C7α81のリシル
エンドペプチダーゼ消化で得られたペプチド断片またはK21ペプチドのトリ
プシン消化により得られたペプチド断片を試料として、各試料のPBS溶液を
等量の患者血清（Patient1血清を抗体希釈液で1：25に希釈して使用）と
37。C、1hrプレインキュベイトした。次に、あらかじめC7α81を固相化
（100ng／wel1、37℃2hr）したプレートに、一次抗体としてプレインキュ
ベイトした血清と試料の混合液を100μ1加えた。以下、第1章で述べた
ELISAと同様に行った。
アミノ酸配列分析
　未変性のC雌g1および酵素分解で得られた各ペプチド断片のアミノ酸配列
は、自動エドマン分解法に基づいた気相式シークエンサー（LF3400D
TriCart　with　high－sensitivity　chemistryl　Beckman，CA，USA）により
測定した。
結　果
　未変性のC7αg1を直接プロテインシークエンサーに供したところ、N末端
アミノ酸は検出されなかった。CAM－C7α91のリシルエンドペプチダーゼ消
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化物の、逆相HPLCにおける分離パターンをFig，3－1に示す。21個のピーク
（溶出順に、K1－K21と命名した）を手動で分取し、半分を競合ELISA用、
残りの半分をアミノ酸配列分析用とし、それぞれを凍結乾燥した。10個のピー
ク（K8、K9、K12、KB、K14、Kl5、K16、K17、K18およびK21）を
選択して、プロテインシークエンサーに供した結果、F孟g。3－2に示したC雁g
1の部分アミノ酸配列（205残基分）を得た。Fig．3－2には比較として、ムラ
サキイガイM∬∫伽sε4認～s（Nyitrayαα’．，1995）、アカネアワビ
撒liofis7西ゲ8s66ns（Degnan，1993）、ヨシエビMθf4ρ8nαεκs6n5∫s
（Leung6‘α1．．1994）由来のトロポミオシンの全アミノ酸配列、およびト
ロポミオシンと同定されているスルメイカのアレルゲンTo4P1（Miy＆zawa
81α1．，1996）、インドエビめアレルゲンP8η～1（Shanti8ごα1．，1993）の
部分アミノ酸配列を併記した。Crαg1の部分アミノ酸配列を他の3種の軟体
動物のトロポミオシンと比べると、ムラサキイガイのトロポミオシンとは
76％、アカネアワビのトロポミオシンとは74％（いずれもC7α9二1で決定さ
れた205残基より計算）、スルメイカのTo4．ρ1とは71％（C7α81と共通す
る45残基より計算）と高い相同性が認められた。また、ヨシエビのルf6孟81
とも58％（C7αg1で決定された205残基より計算）、インドエビのP6n∫1と
も56％（共通する101残基より、計算〉の相同性を示し、第2章で示唆した通り・
C7αg1はマガキのトロポミオシンであることが証明された。
C7α　1のI　E結合エピトープ
　C7α81、CAM一αα81およびリシルエンドペプチダーゼ消化混合物を、
インヒビターとして用いたときの競合ELISAの結果をFig．3－3に示す。
CAM－C7αg1はC耀g1とほぼ同一の阻害曲線を与えたが、リシルエンドペ
プチダーゼ消化混合物による阻害は明らかに低く、約30％の阻害能を失って
いた。Fig．3－4には、逆相HPLC（Fig．34参照）で精製した各リシルエン
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ドペプチダーゼ消化ペプチドの競合ELISAの結果を示した。21個のペプチド
の中で、下記のK21が特に高い阻害能（阻害率134％）を示し、C7α81の主
K21：77TASEAEQEIQSLNRRIQLLEEDMERsEERLQTATEK112
要なlgE結合エピトープを含むことが判明した。このK21をさらにトリプシン
で消化したところ、逆相HPLC（Fig．3－5参照）により次の5個のペプチド
（溶出順に、K21a、b、c、dおよびeと命名した）を得ることができた。K21
　　K21a：106LQTATEK112
　　K21b：77TASEAEQEIQSLNRgo
　　K21c：77TASEAEQEIQSLNRRgl
　　K21d：921QLLEEDMERSEERlo5
　　K21e：91RIQLLEEDMERSEERlo5
のアミノ酸配列中には90、91番目に隣接する2つのArg残基が存在するが、
トリプシンによる消化の結果、Arg－90とArg－91の間およびArg－91と
11e－92の聞の2通りの切断が認められた。また、Arg－101とSer－102の間では
切断が起こらなかったが、LγsまたはArg残基のN末端側にAsp。91uあるい
はCys（03H）残基が存在するタンパク質（ペプチド）においては、しばしば認
められる現象である。K』21a－eの5つのペプチド断片を競合ELISAに供した
ところ、次の2つのペプチドがK21に匹敵する高い阻害率を示し（Fig。3－6）、
　　K21d：921QLLEEDMERSEERlo5
　　K21e：91RIQLLEEDMERSEERlo5
C7α91のlgE結合エピトープを含むと判断された。
考　察
他の貝類のトロポミオシンとのアミノ酸配列の高い相同性より、C7α81を
トロポミオシンと同定した。貝類のトロポミオシン間の相同性は、エビ問の相
一45一
同性に比べて低い。P6n∫1とM6161間の相同性が95％（P8n’1で決定さ
れた151残基より計算）と非常に高いのに対して、同じ斧足綱であるマガキの
C7α81とムラサキイガイのトロポミオシンの間の相同性は76％と低かった
（Fig．3－2）。また、P8nα1（Daul81α1．，1994）、Pεno1
（Myazawa81α1。，1996）およびTo4ρ1（Miyazawa窃α1，，1996）で
報告されているように、C7α91のN末端アミノ基はブロツクされていた。ウ
サギのトロポミオシンの場合、アセチル基でブロックされていることが知られ
ているが、本研究では修飾基の同定は行わなかった。
　本章では、C雁81のリシルエンドペプチダーゼ消化ペプチドを競合
ELISAに供し、IgE結合エピトープを含むと予想されるアミノ酸配列を得る
ことができた。タンパク質め抗原決定基の同定法としては、X線結晶解析や
NMRなどの物理化学的手法を用いて抗原抗体複合体を直接解析する構造的解
析と、本研究で採用した抗体との結合活性を指標として行う機能的解析がある。
機能的解析法では立体構造に依存した抗原決定基を検出し難いという問題点が
あるが・幸いなことにC7α9季を還元アルキル化しても特異的lgE抗体との結
合能には変化がみられなかった（Fig．3－3）。このことは、C7α91の抗原性
は立体構造ではなく一次構造に起因することを意味しており、卜ロポミオシン
の分子構造、すなわちほとんどがα一ヘリックスの繊維状構造であることを考
えれば理解できる結果である。
　本研究で推定されたC7αg1のIgE結合エピトープは、同じトロポミオシン
であるインドエビのP6n’1で報告されているlgE結合エピトープ（Shanti8∫
α1．，1993）とは異なっていたことはきわめて興味深い。両者のlgE結合エピ
トープを相互比較する前に、まずエビ類のトロポミオシン全般についてlgE結
合エピトープを考察しておきたい。P6n　i1では、次の2つの配列（原報に従っ
てそれぞれpeptlde9、peptide6と呼ぷ）にlgE結合エピトープが含まれて
　　peptide9：50MQQLENDLDQvQESLLK66
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　　peptide6：153FLAEEADRK161
いることが明らかにされている。エビのトロポミオシン間のアミノ酸配列の相
同性は非常に高く、Fl9。3－2に示したようにヨシエビの〃窃81においても
peptide9とpeptide6の配列は完全に保存ざれている（但し、Mε1ε1では
これらペプチドとlgE抗体との反応は確認されていない）。また、ブラウンシュ
リンプのP躍α1のリシルエンドペプチダーゼ分解で得られた21残基のペプチ
ド（Vaレ129からLys－149まで）の配列（Daul8‘α1．，1994）もM821の
対応した部分の配列と完全に一致しているし、コウライエビのPεη01に対し
て決定された55残基の部分配列（Miyazawa6オα1．，1996）でも、M821
との違いはわずかに1残基である。これらの相同性の高さを考えると、ル16‘8
1だけでなくP6nα1やP6η∂1においても、P6n’1のlgE結合ヱピトープを
含むpeptide9およびpeptide6と同じ配列が存在する可能性は高く、エビの
アレルゲンとしてのトロポミオシンのlgE結合エピトープは共通していると考
えられる。
　それではP8η’1のlgE結舎エピトープに対応した部分のC7α91のアミノ
酸配列を見てみよう。C7α81からはpep重ide9に対応してK12が、peptide
6に対応してK8が得られたが（Fig．3－7A）、競合ELISAでは両尽プチドに
は強い阻害能が認められなかつた。peptlde9に関しては、IgE抗体との結合
にとって重要なアミノ酸残基は不明であるが、K12はpeptide9との相同性が
低く（43％、6／14残基）、しかもpeptide9のC末端の3残基が欠落している
（Fig。3－7A）。K12がlgE結合エピトープとならないのは、重要なアミノ酸
残基の置換または重要なナミノ酸残基の欠落のためと考えられる。また、他の
軟体動物のトロポミオシンについてもpeptide9に対応する部分のアミノ酸配
列を比較してみると、Fl9．3－7Aに示すようにいずれも相同性が低い（ムラサ
キイガイ、47％、8／17残基；アカネアワビ、41％、7／17残基1スルメイカの
To4ρ1、41％、7／17残基）。これらのことより、P6n’1のpeptide9に対
　　　　　　　　　　　　　　　　一47一
応する部分は、軟体動物全般においてlgE結合エピトープとはならないものと
推定される。一方、peptide6についてShanti6～α1，（1993）は、peptide6
に対応する哺乳類卜ロポミオシンのアミノ酸配列と比較して認められる2残基
の置換、すなわち哺乳類トロポミオシンのHIS－153がPhe－153に、rlle－154が
Leu－154に置換されていることがアレルゲン性発現に重要であると指摘して
いる。C7α91ではLeu－153、He－154でP6n∫1とは異なっており（Fig．
3－7A）《このことがK8がlgE結合エピトープとならない理由であると推定さ
れる。To4ρ1にっいては未同定であるが、他の貝類のトロポミオシンにおい
てCrα91同様153、154番目のアミノ酸残基がP8η11とは異なることが確
認できる（ムラサキイガイではTrp－153、Ile－154、アカネアワビでは
Tyr－153、Ile－154）。このーうに、peptide9だけではなくpeptide6に対
応する部分も、軟体動物全般においてlgE結合エピトープとならないものと推
測される。
　次に、本研究においてC7α91のlgE結合エピトープを含むと推定された部
分についてP6ηi　Iと比較してみたい・C7α91のリシルエンドペプチダーゼ
消化ペプチドの中では、ペプチドK21がlgE結合エピトープを含むことが判明
した。これに対応するペプチド断片としてP8n’1からトリプシンによる限定
分解で27残基からなるペプチド（Asp－75からArg－101）が得られてい
るが（Fig。3－7B）、競合ELISAにおいて高い阻書率を示したような記述は
ない（Shanti8オα1．，1993）。さらに、K21のトリプシン分解で生じたペプ
チド断片のうち・JgE結合工．ピトープを含むと考えられたK21dに限定して
比較を行ってみると、P8n　i1から得られたペプチドでは102SEERlo5が欠
落していること、Met－99がLeu－99に置換されていることが異なる（Fig。
3－7B）。これらのいずれかが、P6n11の75－101がlgE結合エピトープとな
らない理由であると推定する。また、To4ρ1に関してはlgE結合エピトープ
の推定は行われておらず、また、アミノ酸配列分析のために調製した5つのプ
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ロテアーゼ消化ペプチド中にC7α91のK21に相当するペプチドは含まれてい
なかった（Miyazawa8オα1．，1996）。
　通常アレルゲンは、マスト細胞上のlgE抗体を架橋するため複数のlgE結合
エピトープを持つ。序論にも述べたようにGα461、P8n∫1をはじめとして
多くのアレルゲンについて複数のlgE結合エピトープが明らかにされている。
今回、C7αg1の主要なlgE結合エピトープを含むアミノ酸配列として、以下
のK21dのみを明らかにするにとどまった。C7α81のリシルエンドペプチ
　　K21d：921QLLEEDMERSEERlo5
ダーゼ分解ペプチド中、他に阻害率の高いものが確認されなかったのは、おそ
らく本プロテアーゼにより他の主要なlgE結合エピトープが破壊されたためと
考える。これは、逆相HPLCで分離する前の分解混合物をインヒビターとした
競合ELISAでは、C7α91あるいはCAM－C7α91をインヒビターとした競
合ELISAと比べて阻害率が約30％低下したことからもうかがえる（Fig．3－3）。
使用するプロテアーゼの違いによりアレルゲン性の低下に差が生じることは、
アレルゲン除去米の作製においても確認されている。Wat＆nabe6～αZ．
（1990a）は、米のアレルゲン性はアクチナーゼでの分解により完全に消失、
パパインでの分解により低下するが、ペプシン、トリプシン、キモトリプシン、
パンクレアチンによる影響を受けないと報告している。C7αg1の第2、第3
の主要なlgE結合エピトープを同定するために、リシルエンドペプチダーゼ以
外のプロテアーゼを用い、IgE結合エピトープが保存された状態のペプチド断
片を単離し、そのアミノ酸配列を明らかにすることが必要であろう心
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Fig. 3-1. Reverse-phase HPLC of the peptides produced by digestion 
of CAM-Cra g I with lysylendopeptidase. 
Column, TSKgel ODS-120T (0.46 x 25 cm); elution, 
gr'adient of acetonitrile in 0.1% TFA; flow rate, I ml/min 
Twenty-one peaks were named K1 to K21 in the order of 
elution. 
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Fig. 3-2. Comparison of the partial amino acid sequence of Cra g 1 
with the complete or partial amino acid sequences of 
tropomyosins. 
The aligned tropomyosins are from mussel Mytilus edulis, 
gastropod Haliotis rufescens, squid Todarodes paclficus (Tod p 1) 
and two species of shrimp, Metapenaeus ensis (Met e 1) and Penaeus 
indicus (Pen i 1). The denotations preceded with K represent th~ 
peptides isolated from the lysylendopeptidase digest of CAM-Cra g 1 
(see Flg. 3-1). The peptide K16 was a mixture of two peptides 
(K16-1 and K16-2). Three boxed sequences, positions 153-161 and 
50-66 in Pen i I and positions 92-105 in Cra g 1, are the positions 
containing lgE-blnding epitope. 
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Fig. 3-3. Inhibition of the binding of lgE antibodies in Patient 1 
serum to immobilized Cra g I by Cra g 1, CAM-Cra g I and 
the lysylendopeptidase digest of CAM-Cra g 1. 
Inhibition was assayed by a competitive ELISA method. 
The serum (1 :25 dlluted) was pre-incubated for I hr with 
an equal volurne of various concentrations of each sample 
solution made in PBS before addition to the plate coated 
with Cra g I (100 ng/well). Sample concentrations are 
expressed as those in the pre-incubation mixture. 
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Fig. 3-4. Inhibition of the binding of lgE antibodies in Patient 1 
serum to immobilized Cra g I by enzymatic fragments of 
CAM-Cra g I generated by lysylendopeptidase digestion. 
The serum (1:25 dilution) was pre-incubated for I hr 
with an equal volume of each peptide solution (1 Irg/ml) 
made in PBS before addition to the plate coated with Cra g 
1 (100 ng/well). 
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第4章　マガキアレルゲンC躍92の同定および
　　　　　　　IgE結合エピトープの推定
　前章ではマガキアレルゲンC雌91の酵素消化断片についてアミノ酸配列分
析を行い、C7α91がトロポミオシンであることを証明するとともに、エビの
トロポミオシンとは異なるIgE結合エピトープが存在することを明らかにした。
本章では、第2章においてマガキよりC雁91とともに単離されたイソアレル
ゲンC7α82にっいて、IgE結合エピトープを明らかにすることを目的として、
酵素分解ペプチドを用いた競合ELISAを行った。
方　法
タンパク質の定量
　タンパク質の定量は、Lowry6∫α1．（1951）の方法により行った。標準
タンパク質としては、ウシ血清アルブミン（BSA）を用いた。
酵素分解
　Crα92については、ジスルフィド結合1の還元アルキル化を行うことなく酵
素分解に供した。C厩92（40μ9）を0。2mlの0。1Mトリスー塩酸緩衝液
（pH9．0）に溶解し、0．16μ9（05mAU）のリシルエンドペプチダーゼ
（Lysyl　Endopept孟dasel　E．C．3．4．21．501和光純薬工業、大阪）を加え
て35。C、6hr消化した。
　消化により生じたペプチド断片は、第3章と同様にTSKgel　ODS－120Tカ
ラム（0．46×25cml東ソー、東京）を用いる逆相HPLCにより分離した。
溶出は、0．1％TFA中のアセトニトリルの濃度勾配（詳細はFig．44を参照〉
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により、流速1ml／minで行った。ペプチドは波長220nmの吸光度で検出し、
各ピークを手動で分取した。なお、各ペプチドの量は、C7α82を標準物質と
し、逆相HPLCにおけるピーク面積から求めた。
競合ELISA
　Crα82のリシルエンドペプチダーゼ消化で得られたペプチド断片を試料と
して、各試料のPBS溶液を等量の患者血清（Patient1血清を抗体希釈液で
1：25に希釈して使用）と37。C、1hrプレインキュベイトした。次に、あらか
じめC7α82を固相化（100ng／well、370C、2hr）したプレートに、一次
抗体としてプレインキュベイトした血清と試料の混合液を100μ1加えた。以
下、第1章で述べたELISAと’様に行った。
アミノ酸配列分析
　未変性のC7αg2およびリシルエンドペプチダーゼ消化で得られた各ペプチ
ド断片のアミノ酸配列は、自動エドマン分解法に基づいた気相式シークエンサー
（LF－3400D　TriCart　with　high－sensitivity　chemistry；Beckman．CA，
USA）により測定した。
結　果
　未変性のC雌g2を直接プロテインシークエンサーに供したところ、Crα8
1同様にN末端アミノ酸は同定されなかった。C雌82のリシルエンドペプチ
ダーゼ消化物の逆相HPLCにおける分離パターンをa9、4－1に示す。18個の
ピーク（溶出順に、K1－K18と命名した）を手動で分取し、半分を競合
ELISA用、残りの半分をアミノ酸配列分析用とし、それぞれを凍結乾燥した。．
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2個のピーク（K14、K18）を選択して、プロテインシークエンサーに供した
結果、K14は2つのペプチド（K14－1、K14－2）の混合物であった。得られた
c7α92の部分アミノ酸配列（80残基）をFig．4－2に示した。Fig、4－2には
比較として、第3章で決定されたCrα91の部分アミノ酸配列、ムラサキイガ
イMy∫∫1μs84κ11s（Nyitray8オα1．，1995〉、アカネアワビ伽11oオi3
7ムゲ8sc8η5（Degnan，1993）、ヨシエビ〃F8匁ρ8nα8κs8ns’s（Leung61
α1．，1994）由来のトロポミオシンの全アミノ酸配列を併記した。、
Ω璽Lg旦結塑
　逆相HPLC（Fig。4－1）で精製したCm82の各リシルエンドペプチダーゼ
消化ペプチドの競合ELISAの結果をFig．4－3に示した。18個のペプチドの中
で、下記のK18が最も高い阻害能（阻害率132％〉を示し、本断片がC7α92
　K18：77TASEAEQEI（ンSLNRRIQLLEEDMERSEERLQTATEK112
の主要なlgE結合工．ピトープを含むことが判明した。このC7α92－K18のア
ミノ酸配列は、第3章で明らかにされたC7αg1のlgE結合エピトープを含む
配列C7αg1－K21と完全に一致した。
考　察
　第2章で述べたように、C7αg1およびC7α82の免疫学的、物理化学的諸
性状は酷似し、両者は唯一イォン交換FPLCにおいて分離されることが可能な
アイソマーであると推測した。トロポミオシンにアイソマーが存在することは
古くから知られている。一般に、哺乳類の骨格筋トロポミオシンはα一サブユ
ニット、β一サブユニットからなるヘテロダイマーであり、また、同じ動物問
でも由来する組織によって若干の違いが認められている。これに対して、軟体
動物のトロポミオシンはα一サブユニットのホモダイマーであるとされるが、
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淡水棲の腹足綱・8∫o砿ρhα1α7∫αglα房α確（本種はマンソン住血吸虫の中間宿
主であり、食用ではない）において2種類の異なるトロポミオシンの全アミノ
酸配列が明らかにされている（Dissous61α！．，19gQ、weston　and　Kemp，
1993）。
Fig・44に示したCrα92のリシルエンドペプチダーゼ分解において得られ
たペプチドマツプは、C7α91のペプチドマツプ（Fig．3－1参照）と全体的に
は似ていたが、細部において若干の違いが認められた。この理由としてまず、
C7α92についてはジスルフィド結合の還元アルキル化を行っていないことが
挙げられる。C7αgsはいずれもアミノ酸組成分析において0。4％（モル％）
のCys（1／2〉を与えたことから、284残基からなるサブユニット中に1残基の
Cys（1／2）を有すると考えられる（但し、本研究において同定されたcm　g1
の205残基およびC7α82の80残基中には確認されていない〉。未還元のC7α
82のリシルエンドペプチダーゼ分解により得られたペプチドの中には・おそ
らく2本のペプチドがジスルフィド結合したものが存在すると考える。ペプチ
ドマップが異なる理由として声らに・C7α81とC7α82の間のアミノ酸配列
の違いが挙げられる。Fig．4－2に示したKI4－2の28残基中8残基（Ser－206、
Glu－208、Ile－209、Ser－210、Glu－211、Gln－212、Glu－213および
Leu－232〉はCrα81とは異なり・H．746s68nsのトロポミオシンの配列と
一致した。このようなアミノ酸配列の置換が存在すれば、同じ残基数のペプチ
ドでも逆相HPLCにおける保持時間は異なるであろうし、また、アミノ酸残基
の置換がc7αg1のLysに相拳する残基に起これば、リシルエンドペプチダー
ゼ消化により生じる断片の数にも違いがでてくるであろう。Crα91とC7α8
2の間のアミノ酸配列の違いは上記の8残基だけに限らず他の部分にも存在す
る可能性があり、これらが結果的にイオン交換FPLCにおける保持時間の差と
して現れるものと考える。
　競合ELISAで最も高い阻害率を与えたC7α92－K18の逆相HPLCにおける
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保持時間は、C7α8LK24とほぼ同じであり（Fig．3－1参照）、アミノ酸配
列分析の結果も完全に一致した。’ のことは、C7α91とC7α82の闘に若干
のアミノ酸配列の違いが認められても、IgE結合エピトープを含む配列は完全
に保存されていることを示し、これは両者の各種血清に対する反応性がほぽ同
等であった結果（Fig．2－4参照）ともよく符合している。現段階では、アミ
ノ酸配列分析に供したペプチドの数が少ないため、C厩81とC7α92の問の
アミノ酸配列が異なる部分を多数決定することはできなかったが、今後残りの
リシルエンドペプチダーゼ消化断片のアミノ酸配列分析を進めるとともに、
Crα91同様に他のプロテアーゼを用いて第2、第3のlgE結合エピトープを同
定し、これらをC7αg1と比較検討することも必要であろう。
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Fig. 4-1. Reverse-phase HPLC of the peptides produced by digestion 
of Cra g.2 with lysylendopeptidase. ' 
Column, TSKgel ODS-120T (0.46 x 25 cm); elution, 
gradient of acetonitrile in 0.1% TFA; flow rate, I ml/min 
Eighteen peaks were named K1 to K18 in the order of 
elution. 
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Fig．4－2。Compaτison　of　the　partial　amino　acid　sequence　of　C7αg2
　　　　　　　with　the　complete　or　partial　amino　acid　sequences　of
　　　　　　　tropomyosins．
　The　aligned　tropomyosins　are　from　oysterααsso5舵α
gZgαs（αα91），musselル刎∫1〃s84麗Jis，gastropod飾lio加
7嘘5c6ns　and　shrimp惚孟卿8nα8㍑s8πs∫s（愉∫61）．The
denotations　preceded　with　K　represent　the　peptides　isolated
from山e　Iysylendopeptidase　digest　of　C7α82（see　Fig．
4－1）．
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Fig. 4-3. Inhibition of the blnding of lgE antibodies in Patient 1 
serum to immobilized Cra g 2 by enzymatic fragments of Cra 
g 2 generated by lysylendopeptidase digestion. 
The serum (1:25 dilution) was pre-incubated for I hr 
with an equal volume of each peptide solution (1 /lg/ml) 
made in PBS before additlon to the plate coated with Cra g 
2 (100 ng/well). 
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第5章　合成ペプチドによるマガキアレルゲンの
　　　　　　19E結合エピトープの同定
　第3章および第4章において、マガキの2成分の主要アレルゲン（C7α81お
よびC7αg2）のlgE結合エピトープは、それぞれ36残基からなるペプチド
Crαg1－K21、Crαg2－Kl8中に含まれ、両ペプチドのアミノ酸配列が完全
に一致することを明らかにした。さらにC7αg1にっいては、IgE結合エピトー
プの存在位置をK21dの14残基に限定することができた。一般に、アレルゲン
を断片化して競合ELISAにより機能的解析を行うことで、IgE結合エピトー
プをアミノ酸4－7残基程度にまで特定することが可能である。IgE結合エピトー
プ中の重要なアミノ酸配列、ひいてはアミノ酸残基を特定することは、アレル
ゲンのエピトープとlgE抗体のパラトープ聞の結合の機能的な考察にとどまら
ず、低アレルゲン化の際のプロテアーゼ消化を考える上でも不可欠な情報とな
る。本章では、C7α．81のlgE結合エピトープを含むオーバーラツピングペプ
チドを合成し、競合ELISAによりさらにlgE結合エピトープを限定すること
を目的とした。
方　法
ペプチドの合成
　第3章で同定したC7α91の．lgE結合エピトープを含むペプチド1（K21d）の
アミノ酸配列をもとに、3残基ずつオーバーラツプさせた12残基からなる以下
の4種類のペプチド（P－1、P－2、P－3およびP－4）を合成した。
　　P4：88LNRRIQLLEEDMgg
　　P－2＝　　91RIQLLEEDMERSlo2
　　P．31　　　　　94LLEEDMERSEERlo5
　　P－4：　　　　　　　97EDMERSEERLQTlo8
　　　　　　　　　　　　　　　　－65．
　これらペプチドの合成はアコード（株）　（東京）に依頼したが、合成法は
Fmoc／PyBOP法、すなわちアミノ酸の保護基として
9－fluorenylmethoxycarbonylgroup（Fmoc）（CarpinoandHan，1972）、
縮合試薬としてbenzotriazolyloxytris（pyrrolidine）　phosphonium
hexafluorophosphate（PyBOP）（Coste8言α1。，1990）を用いる固相化法
によった。
ペプチドの精製
　合成されたペプチドは粗精製品であったため、逆相HPLCによる精製を行っ
た。各ペプチド（10mglボトルに表示された量）に0．1％TFAを1ml加え
て溶解させ、このうちの15」μ1をTSKge10DS－120Tカラム（0．46×25
cml東ソー、東京）に供した。溶出は、0．1％TFA中のアセトニトリルの濃
度勾配（詳細はFig．5－1を参照〉により行った。流速は1ml／minに保ち、
220nmの吸光度で検出し、目的のペプチドのピークを手動で分取して凍結乾
燥した。なお、各ペプチドの畢は、C7α81を標準物質とし、逆相HPLCにお
けるピーク面積から求めた。
競合ELISA
　逆相HPLCで精製した各ペプチドの患者血清中C7α81特異的lgE抗体に
対する結合力は、競合ELISAにより測定した。各ペプチドを2および1
μg／mlとなるようにPBSに溶解した後、第3章に述べた方法と同様に行った。
結　果
ペプチドの精製
　各ペプチドの逆相HPLCによる分離を、Fig．54に示す。ピーク面積より
　　　　　　　　　　　　　　　　一66一
計算して、P－1を54μ9、P－2を36μ9、P－3を49μ9、およびP－4を53μ9得
た。
塑E抗体結合能
　競合ELISAの結果をTable5－1に示す。P－3が他の3種ペプチドに比べて顕
著に高い阻害率を与えた。これに続き、P－4が低いながらも多少の阻害傾向を
示したが、P－1およびP－2はほとんど阻害しないことが判明した。
考　察
　合成ペプチドを用いてlgE結合エピトープを同定した例として、序論で述べ
たαs1一カゼインの研究がある（Enomoto81α1．，1990、Shon8‘α1。，1991）。
この場合は、199残基からなる全アミノ酸配列をカバーし、両末端が5残基ず
つオーバーラップする20もしくは19残基からなる計13個の合成ペプチドを用
いて実験を行っている。αS1一，カゼインのように全アミノ酸配列が既知のタン
パク質の場合、このようなアプローチが可能であるが、本研究ではC7α81の
全配列が求められていないため、酵素分解断片中最も高い阻害率を与えたペプ
チドK21dの配列をもとに合成ペプチドを作成し、解析を行った。
　本実験において、K21dをもとに合成した4種類のペプチドの競合ELISAで
の結果より、以下の考察が可能であろう。まず、唯一高い阻害率を示したP－3
と、ほとんど阻害の認められなかったP－2とのアミノ酸配列の比較より、P－3
のC末端側の3残基103EE良105が特異的lgE抗体との結合に不可欠であることが
推定される。これに関しては、第3章において述べたP齪∫1のトリプシンに
よる限定分解で得られたペプチド（Asp－75からArg－101〉には、C末端側の
4残基102SEERlo5が欠落しているためlgE結合エピトープとならないと考えた
こととほぼ一致する。また、P－3とP－4との比較において、P－4の阻害率がか
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なり低くなるために、P－3のN末端側の3残基94LLE96も重要なアミノ酸残基
であることが予想される。このととを確認するためには、P－2のC末端側ある
いはP－4のN末端側を1残基ずつ延長するか、またはP－3を1残基ずつ減らした
ペプチドを合成して競合ELISAを行うことが必要であると考える。本研究に
おいては、一般的なスケールで合成したペプチドを用いたが、数多くのアナロ
グペプチドを準備するには膨大な時間と費用を要する。近年、Geysen6厩1．
（1984）が開発したマルチピン合成法が注目を集めている。本法はマイクロ
プレートに対応したピンを固相化担体として用いて、96種類の異なるペプチ
ドを短時間にしかも非常に少量のスケールで合成することができる。また、合
成したペプチドをピンから切り離すことなくELISAが行えることも、大きな
利点である。本システムを利用すれば、例えば、先にP－3の12残基
94LEEDMERSEERlo5中に重要な残基が存在することを推定したが、多種
多様なアナログペプチドを作成することでこれを特定することが可能である。
IgE結合エピトープ中の特定の1残基が重要であるという報告としては、分子
中唯一のTyr残基を二卜口化ずることにより、イエローマスタードのアレルゲ
ンSiηα1に対するモノクローナル抗体の結合力が、50％低下すること
（Menendez－Arias81α1．，1990）やグルテンのlgE結合エピトープのN『末
端がアセチル化されるとlgE抗体との結合性は残すものの、ヒスタミン遊離な
どの生物学的機能が消失すること（Tanabe81α1．，1996a）などが知られて
いる。
　P－3の両端の配列94LLEg6およびio3EERlo5で推定したように、IgE結合エ
ピトープの両端に抗体との結合に重要なアミノ酸配列が存在するという報告は、
タラのアレルゲンσα4dにおいても報告されている。一次構造を基に複数の
オーバーラップペプチドを合成し、競合RASTによりlgE結合エピトープを求
めるアプローチの結果、σα4c1のCDドメイン中に位置する16残基のペプチ
ド4gIADEDKEGFIEEDELK64がlgE抗体との結合に重要な役割を果たして
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いることが明らかとなった。本配列中には2つの類似したテトラペプチド
51 EDK54、61DELK64が存在し、IgE抗体との結合には両者の存在が不可欠
であることが示された（Elsayed61α1。，1980）。さらに、N末端側に
41 ELKKLFK48を付加した24残基のペプチドについて各種オーバーラッピ
ングペプチドを合成してlgE抗体との反応性を検討した結果、41DELK44、
51 EDK54、61DELK64の3つのテトラペプチド中の少なくともいずれか2つが
ペプチドの両端に存在することがlgE抗体との結合に不可欠であり、この場合
各テトラペプチドを連結する2つのヘキサペプチドの組成、配列は抗原性には
無関係であることが明らかになっている（Elsayed61α1。，1982）。C7α91
の場合にもGα4c1で示されたことが当てはまるかどうかについては、P－3の
94LEg6と103EERlo5の間の6残基のアミノ酸を無作為に置換し．たアナログペ
プチドを合成して確認できるものと考える。
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第6章　サザエのアレルゲンの単離・同定・
　　　　　lgE結合エピトープ解析
　第2章から第5章に、マガキのアレルゲンC7α91の単離、IgE結合エピト
ープの同定および合成ペプチドを用いた解析についての実験結果を述べてきた。
第1章のスクリーニングにおいては、貝類全般にアレルゲンの存在が認められ
ていたが、近縁種のアレルゲン間のアミノ酸配列、特にエピトープ解析を行う
ことは、単に抗血清、抗体を用いての交差反応を確認しているだけでは得るこ
とのできない情報をもたらす。本章では、斧足綱のマガキに引き続き、腹足綱
のサザエを選び、アレルゲンの単離、物理化学的性状の検討およびlgE結合エ
ピトープの解析を行い、C7α’ 1との比較検討を行うことを目的とした。
方　法
試料
　市販の新鮮なサザエ丁群δo　corη厩砺を購入し、脱殻後、筋肉部のみを実験
に供した。
ELISA
　ELISAは基本的には第1章で述べた方法で行い、精製の指標としての
ELISAでは、第1章と同じ血清（Pat孟ent1およびControl1）を、精製アレ
ルゲンと他の血清との反応性の確認には、6種類の血清（Patie嬢s1－4および
Controls1，2）を用いた。また、精製アレルゲンのプロテアーゼ消化ペプチ
ドの特異的lgE抗体に対する結合力は、第3章と同様に、競合ELISAにより測
定した。
．72．
精製方法
　試料239を等量の蒸留水を加えてホモジナイズした。ホモジネイトを沸騰
水浴中で10min加熱した後、冷却し、遠心分離（18，800x8、4。C、20
min）により上清を集めた。沈殿をさらに等量の蒸留水で再度抽出し、双方の
上清を合わせて粗抽出液とした。粗抽出液をスペクトラ／ポア1メンブレン
（Molecular　weight　cu重　off　6000－8000；　Spectrum　Medic呂1
1ndustries，TX，USA）を用いて蒸留水に対して十分に透析し、凍結乾燥し
た。乾燥物を20m1の緩衝液（0．15MNFaClを含む0．01Mリン酸緩衝液、
pH7．0）に溶解し、同緩衝液で平衡化したSephacryl　S－300カラム（2．5×
95cml　Pharm＆cia　Biotech，Uppsala，Sweden）に添加した。溶出は流速
17ml／hrで行い、10mlずう分取した。各フラクションの280nmにおける
吸光度を測定するとともに、固相化緩衝液で2500倍に希釈してELISAに供し
た。ELISAにおいてPatient1血清に対する高い吸光度の得られた画分をアレ
ルゲン画分として集め、蒸留水に対して十分に透析し、凍結乾燥した。乾燥物
を6mlの緩衝液（0・01Mトリスー塩酸緩衝液・pH8・0）に溶解し・孔径
0、20μmのメンブレンフィルター（DISMIC－13CPl東洋濾紙、東京〉でろ
過して得たろ液をMono　Q　HR5／5カラム（0．5x5cm；Pharm＆cia
Biotech）を用いるFPLCに供した。試料を添加（1回のクロマトグラフィー
につき約1ml）し、同緩衝液で非吸着物質を洗浄した後、緩衝液中のNaCIの
濃度勾配（0．0－LO　M、45min）により吸着物質を溶出した。なお、流速は
1ml／minに保ち、UV検出器で280nmの吸光度を連続的に記録しながら、1
mlずつ分取した。各フラクションを固相化緩衝液で1000倍に希釈して
ELISAに供した。アレルゲン画分は等量の0．1％TFAで希釈した後、孔径
0．45μmのメンブレンフィルター（DISMIC－25CS；東洋濾紙）でろ過し、
0．1％TFAで平衡化したTSKgel　Phenyl－5PW　RPカラム（0．46×75
cml東ソー）を用いる逆相HPLCに供した。アレルゲンの溶出は0．1％TFA
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中のアセトニトリルの濃度勾配（詳細はFig．6－3を参照）により行った。流
速は1m1／minに保ち、UV検出器で280nmの吸光度を連続的に記録しなが
ら、ピークごとに手動で分取した。アレルゲンを含むピーク（あらかじめ少量
の試料でアレルゲンを含むピークを確認した）を集め、凍結乾燥し、精製アレ
ルゲン（丁雄c1と命名〉とした。
タンパク質の定量
　タンパク質の定量は、Lowry8fα1．（1951）の方法により行った。標準
タンパク質としては、ウシ血清アルブミン（BSA）を用いた。
電気泳動
　SDS－PAGEは・第2章で述べたようにPhastSystem（Pharmacia
Biotech）で行い、ゲルにはPhastGel　Gradient1045（Pharmacia
Biotech）、バッファーストリップにはPhastGel　SDSBufferStrips
（Pharmacia　Biotech）を使用した。泳動に先立ち、精製アレルゲンはそれ
ぞれ、5％ジチオスレイトール（DTT）の存在下あるいは非存在下に試料緩
衝液（1％SDS、20％グリセロールを含む0．01Mトリスー塩酸緩衝液、pH
6．8）に溶解し、沸騰水浴中で15min加熱した。標準タンパク質としては、
phosphorylaseb（分子量94k），BSA（67k），ovalbumin（43k），
carbonicanhydrase（30k），soybeantrypsininhlbitor（20k）および
α一lactalbumln（14k）を含むLow　molecular　weight　electrophoresis
calibrationk1t（PharmaciaBiotech）を絹いた。泳動条件およびクマシー
ブリリアントブルーによる染色、脱色条件は、PhastSystemの取り扱い説明
書によった。
アミノ酸組成分析
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　丁雄cl（45μ9〉に0．2％3一（2一アミノエチル）インドールを含む4Mメ
タンスルホン酸を50μ1加え、減圧封管後、115±1。Cにおいて24hr加水分解
した。反応液を50μ1の35MNaOHで中和し、さらに0．2Mクエン酸緩衝
液（pH2．2）0．5mlで希釈し、希釈液0．4mlをアミノ酸自動分析計
（MLC－703型1アトー、東京）に供した。
還元およびS一カルボキシアミドメチル化
　小試験管内の丁躍c1（1mg）を6Mグアニジン塩酸塩および2．5mM
EDTAを含む05Mトリスー塩酸緩衝液（pH85）1mlに溶解し、2mgの
DTTを加えてよく混合した後、試験管内を窒素置換して、室温で2hr還元さ
せた。続いて、5mgのヨ‘ド酢酸アミドを加えて混合し、室温暗所で30
min反応させた。生成し為CAM－T1〃c1は、TSKgel　Phenyl－5PW　RPカ
ラムを用いる逆相HPLCで精製した。溶出は、0。1％TFA中のアセトニトリ
ルの直線的濃度勾配．（0－70％、100min）により流速0．5ml／minで行った。
溶出液の280nmの吸光度をUV検出器で連続的に検出するとともに、
CAM－Tμ7c1のピークを手動で分取した。
マレイル化
　トリプシン消化をArg残基についてのみ行うことを目的として、丁雄c1
のLys残基のマレイル化を図った。CAM－丁雄d（500μ9）を10mlの0．1
Mホウ酸緩衝液（pH9．0）に溶解し、1M無水マレイン酸（1，4一ジオキサ
ン溶液）を少量ずつ滴下した。このとき、0。1MNaOH溶液で、反応液のpH
を9．0に保つように調整した。10minの撹幹の後．反応物をスペクトラ／ポア
1メンブレン（Molecular　weight　cut　off35001Spectrum　MedicaI
Industries）を用いて希アンモニア水（pH9．0）に対して十分に透析して、
凍結乾燥した。ここで、Lys残基の他に副反応を受けるSer残基、Thr残基中
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の水酸基を脱マレイル化するために、乾燥物を2m1の0。8Mヒドロキシルア
ミン（pH9．0）に溶解し、4。Cに18hr放置した。反応物を再びスペクトラ／
ポア1メンブレンを用いて希アンモニア水（pH9．0）に対して十分に透析後、
凍結乾燥し、マレイル化（maleyl一）Tヱ〃c1を得た。
酵素分解
　CAM－丁雄c1（500μ9）を1mlの0．1Mトリスー塩酸緩衝液（pH9．0）
に溶解し、2μ9（5．6mAU）のリシルエンドペプチダーゼ（LysyI
Endopeptidase；E．C．3。4。2L501和光純薬工業、大阪）を加えて35◎C、
6hr消化した。前項で得られたmaleyl－丁雄c1については、その全量を10
mM　CaCI2を含む0．1Mトリスー塩酸緩衝液（pH8．0）0．5m三に溶解し、2
μ9（452mU）のTPCK一トリプシン（E．C．3．4．2L41Worthlngton
Biochemical，NJ，USA）を加えて37。C、18hr消化した。消化物中に含ま
れるLys残基の脱マレイル化は、反応液に500μ1の2Mギ酸を加えて80。C、
45min加熱することにより行った。リシルエンドペプチダーゼあるいはトリ
プシンの消化により生じたペプチド断片は、TSKge10DS－120Tカラム
（0、46×25cml東ソー）を用いる逆相HPLCにより分離した。溶出は、
0。1％TFA中のアセトニトリルの濃度勾配（詳細はFig．6－6および6－7を参
照）により行った。流速は1ml／minに保ち、220nmの吸光度で検出し、各
ピークを手動で分取した。なお、各ペプチド量は、丁曜c1を標準物質に、逆
相HPLCにおけるピーク面積々、ら求めた。
アミノ酸配列分析
　未変性の丁雄c1、CAM－丁雄c1のリシルエンドペプチダーゼ消化および
maleyl－丁王ぴc1のトリプシン消化により得られたペプチド断片のアミノ酸配
列は、自動エドマン分解法に基づいた気相式シークエンサー（LF－3400D
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TriC＆rt　with　high－sensitivity　chemistry；Beckman．CA，USA）により
測定した。
結　果
Tμr　c玉の単離
　粗抽出液をSephacryl　S－300に供したところ、280nmの吸光度から判断
してタンパク質の相互分離はあまり良好ではなかった。しかし、ELISAにお
けるPatient1血清に対する高い吸光度、すなわちアレルゲン性は第2章のマ
ガキの場合（Fig．2－1参照）同様にvoid　volumeの直後、主にFL25付近に
認められた（R9．64）。hs．23－29をアレルゲン画分として集めMono　Q
HR5／5カラムに供したところ、アレルゲン性は非吸着部には認められず、保
持時闘約27minのピーク（NaC1濃度にして0．5M付近）に検出された
（Fig．6－2）。マガキの場合にはMono　Q　HR5／5カラムによりC7α81と
Crαg2の2成分が分離されたが（Fig．2－2参照）、サザエではアレルゲンは
単一ピークとして溶出されるという違いがみられた。精製の最終段階である
TSKgcl　Phenyl－5PW　RPにおいて、アレルゲンは保持時間約27minの主要
なピークとして溶出した（Fig．6－3）。このようにして、試料239より精製
アレルゲン（国際免疫学会連合のアレルゲン命名法に従い、サザエの学名
丁正〃わo　cor1躍加sに因んでTμ7c1と呼ぶ）が1．8mg得られた。
丁雄c1の諸性状
　丁雄c1の各血清に対するELISAでの反応性をFig，6－4に示す。マガキの
アレルゲンと比較するためにC7αg1も同時にELISAに供したが、各血清に
対する反応性は丁曜c1もCrαg1と同じ傾向を示した。すなわち両アレルゲ
ンとも軟体動物、甲殻類の両者に対してアレルギー症状を呈する患者Patients
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1－3の血清に対して高い反応を、甲殻類のみに対してアレルギー症状を呈する
患者Patient4の血清に対して弱い反応を示すのに対して、対照のControls1、
2の血清に対してはほとんど反応を示さなかった。しかしながら、患者血清に
対する反応性はTμ7c1の方がαα91よりも明らかに高く、Tμr　o1の方が
より強いアレルゲンであると考えられた。SDS－PAGEにおいて、Tμ7c　lは
非還元下では分子量88kと74kの2本のバンドを与え、還元下では35kのシ
ングルバンドを示した（Fig．6－5）。丁雄c　Iのアミノ酸組成をTable6－1に
示す。C7α81、C7α92に比べて含量は低いもののそれでもG蓋xが18．2％と
最も多く、次いでAsx、Ala、Leuが多かった。また、Trpを含まないことも
C■α81、C耀82と同じ特徴であった。
Tμ7c1の部分アミノ酸配列
　未変性の丁雄c1を直接プロテインシークエンサーに供したところ、C7α9
1、C7α92の場合とは異なり、N末端から15残基の配列を得た（職9．6－8参
照）。しかしながら、シークエンサー分析に供した試料量から考えると各サイ
クルでのPTH一アミノ酸の回収率が低く、精製丁雄c　IにはN末端がブロック
されている成分とブロックされていない成分の2成分が含まれているのかも知
れない。たとえ2成分の混合物であっても、以下に述べる酵素分解ペプチドの
配列分析では置換は認められなかった。
　Table6－1に示したように、C7α91同様に丁班dも05％のCys（half）残
基を有するために、還元カルポキシアミドメチル化を施した。CAM－丁雄c1
のリシルエンドペプチダーゼ消化物の、逆相HPLCにおける分離パターンを
Fl9．6－6に示す。24個のピーク（溶出順に、K1－K24と命名した）を手動で
分取し、半分を競合ELISA用、残りの半分をアミノ酸配列分析用とし、それ
ぞれを凍結乾燥した。maleyl－丁耀01のトリプシン消化物の、逆相HPLCに
おける分離パターンをFig．6－7に示す。18個のピーク（溶出順に、
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MT1－MT18と命名した）を手動で分取し、半分を競合ELISA用、残りの半
分をアミノ酸配列分析用とし、ぞれぞれを凍結乾燥した。合計8個のペプチド
（K7、K19、K20、K21、K23、K24、MT15およびMT17）をプロテイン
シークエンサーに供した結果を澱g．6－8にまとめた。比較として、アカネア
ワビ伽1∫o1Zs7∫ゲ85ご6η3（Degnan，1993）、ムラサキイガイルノ』野Z蝕s
84〃1i5（Ny孟tray61α1．，1995）、ヨシエビM814ρ8nα8μ56nsis（Leung6∫
α1．，1994）由来のトロポミオシンの全アミノ酸配列およびマガキのC7αg1、
スルメイカのTo4ρ1（Miyazawa6∫α1．，1996）、インドエビP8n∫1
（Shantiεrα1．，1993）の部分アミノ酸配列を併記した。丁雄01の部分ア
ミノ酸配列は、他の3種の貝のトロポミオシンと相同性が高く、特に同じ腹足
綱のアカネアワビのトロポミオシンとには94％の相同性（丁雄c1で決定さ
れた161残基より計算）が見られた。K7、K21、MT17については、アカネア
ワビのトロポミオシンのアミノ酸配列と完全に一致した。また、斧足綱のマガ
キC7α91とは83％．（共通する138残基より計算）、ムラサキイガイのトロポ
ミオシンとは76％（丁雄dで決定された161残基より計算）、同じ軟体動物
であるスルメイカのTo4ρ1とは71％（T1〃01と共通する34残基より計算）
と高い相同性が得られたが、エ．ビのM8181とは65％（丁雄61の161残基よ
り計算）と相同性はやや低かった。
丁雄c1のI　E結合エピトープ
CAM－T1〃c　Iのリシルエンドペプチダーゼ消化混合物をインヒビターとし
て用いたときの競合ELISAの結果をFig．6－9に示す。第3章において
CAM－C7α81のリシルエンドペプチダーゼ消化混合物の阻害能は、C7α8隻
やCAM－C7αg　Iと比べて約30％低下するのにとどまっていたのに対して
（Fig．3－3参照）、CAM－丁卿c1の消化混合物の阻害能は50％以上も失わ
れた。逆相HPLCで精製した各リシルエンドペプチダーゼ消化ペプチドの競合
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ELISAの結果をFig．640に示した。24個のペプチドの中で、C7α91にお
けるK21のような高い阻害率を与えたペプチドは認められなかった。Fig．
6－11にはmaleyl－丁群c1のトリプシン消化ペプチドの競合ELISAの結果を
示した。18個のペプチドの中で、MT15、MT16、MT17、MT18の4つが比
較的高い阻害率を示した。Fig．6－7における保持時間よりMT18は、未分解
のCAM－丁雄c1であると考えられた。MT15、MT16、MT17をプロテイン
シークエンサーに供したところ、MT16は2つ以上のペプチドの混合物であっ
たため明確な結果を得るに至らなかったが、MT15およびMT17はいずれも
丁雄dのC末端ペプチドであることが判明した（F重9．6－8）。MT15のN末
端側に11残基延長したものがMT17に相当するが、これはArg－255のカルボ
キシル側の切断が不完全なためであった。
考　察
　マガキのC7α91・C7α9，2の精製と同様に・サザエの加熱抽出液より
Sephacryl　S－300、Mono　Q　HR5／5およびTSKgel　Pheny1－5PW　RPの3
ステップで主要アレルゲン丁灘c1を高収量で得ることができた。試料中の各
クロマトグラフィーにおける挙動のみならず、精製標品のSDS－PAGEにおけ
る分子量、アミノ酸組成もC7αgsと酷似していた。部分アミノ酸配列が同じ
腹足類であるアカネアワビのトロポミオシンと高い相同性を示したことより、
Tμ761もC7αgs同様にトロポミオシンであると判断した。
　このように、諸性状が類似した丁雄c1とC7αgsではあるが、両者の問で
異なる点としては、まず非還元時のSDS－PAGEにおいてC7α8sには認められ
なかった分子量74kのバンドが存在することが挙げられる。C7αgsの場合も
バンドが幅広く、分子量の接近した2本のバンドが存在しているように見えな
いこともない（Fig．2－6）。この点に関しては、他の魚貝類卜ロポミオシン
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（P8n∫1、P8nα1、M6181、P6η01、To4ρ1）においては、非還元
下のSDS－PAGEが報告されていないので比較ができない。しかしながら、
Miyazawa6∫α1．（1996）は、スルメイカとコウライエビそれぞれの加熱粗
抽出液中に、CBBでは染色できないがイカアレルギー患者血清を用いたイム
ノブロットではじめて染色される2本のバンドを70－90k間に検出している。
これらをTo4ρ1と共通のlgE結合エピトープを持つタンパク質であ、ると考察
しているが、実はこれらが非還元状態のTo4ρ1、P6n　o　lの痕跡であるのか
もしれない。また、丁貯c1はC7α8sに比べると還元されにくいようであり、
C7αgsでの前処理条件（1％2一メルカプトエタノール、沸騰水浴中10min
加熱）では完全にサブユニットに解離しなかったため、5％DTT、15min加
熱に条件を変更した。
　丁雄c1とC7αgsとの重要な違いとしてlgE結合エピトープの違いが挙げら
れる。第3章のC7α91および第4章のC7α82のlgE結合エピトープの同定に
おいて効果的であったリシルエンドペプチダーゼ消化は、丁雄01の場合には
あまり有効でなかった。これは丁雄c1のリシルエンドペプチダーゼ消化混合
物の、競合ELISAにおける阻害率が著しく低かったことに反映されている。
Crα91で得られたペプチドK21（Cm92においてはK18）に相当するペプ
チドとして、Tz〃01からはペプチドK24が得られた（Fig．642A）。これ
は最終的にC7α91のlgE結合エピトープを含むと予想した配列K21dのC末
端側にB残基延長した形となっている。C7α91－K21dとTμr　o　LK24のア
ミノ酸配列を比較すると、92－105の14残基中Gln－93⇒Thr－93．Met－99⇒
Leu－99、Ser－101⇒Asn－101の3残基の置換が認められる。この中のいずれ
かが、T1〃d－K24のlgE抗体との結合力の低下をもたらしていると考える。
ここで、これまでに行った2つの推定、第1に、P6n∫1のトリプシンによる限
定分解で生じたペプチド（75－101残基lFig．6－12A参照）は、C末端側の
102EERlo5が欠落しているために主要なlgE結合エピトープとはならないこ
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と（第3章）、第2に、合成ペプチドP－3（Table5－1参照）の両端の94LLEg6
ならびに103EERlo5がlgE抗体との結合に不可欠であること（第5章）を考慮
すると、C7αg1のlgE結合エピトープとしては102SEERlo5が重要な配列であ
ると結論してもよさそうである。この点に関しては、種々の合成ペプチドを用
いた研究が必要となる。
　さらに、第3章で述べたP6n　i1とC7α81のlgE結合エピトープの違いが、
Tμ7c1にも当てはまることが明らかとなった。Fig。6－12Bに示すように、
P8ηε1のlgE結合エピトープを含む2つの配列（peptide9およびpeptide6）
に相当する丁班01中の配列としては、21残基からなるK20と9残基からなる
K7がそれぞれ得られているが、いずれも競合ELISAおける阻害率は低い
（Fig．6－10）．pept耐e6とK7問では、Pεnご1のIgE抗体との結合に重要
であるとされているPhe453がTyr－153に変わっているのをはじめ、
Leu－154⇒lle454、Glu－157⇒Asp457、Asp－159⇒Glu－159の計4残基
の置換が認められて．いる。一方、peptide9とK20間では17残基中9残基の置
換が認められ、同様に相同性が低かった。これらP8n’1との低い相同性が、
C7α81と同様にTμ7c1のこの領域がlgE結合エピトープにならない理由で
あると推定した。
　さて、では丁雄c1の主要なlgE結合エピトープは、どこに存在するのかと
いう疑問が残る。maleyl－丁雄dのトリプシン分解ペプチドの中で、未分解
のCAM－丁雄01（MT18）と同等の阻害率を示した3つのペプチドのうち2
つがT〃r　c1のC末端に由来していた。現在、この領域（：Fig・6－8中、波線で
囲んだ部分）が、IgE結合エピトープを含む配列として候補に挙がっている。
この領域、すなわちトロポミオシンのC末端領域（258－284）は、N末端付近
の領域（41－80）とならび・動物種による相同性が低い部分とされている
（MacLeod6fα1．，1985〉。しかし、T〃701とC7α81間においてこの近
辺は非常に相同性が高い（97％、31／32基）。一方、第3章では、C7α81の
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リシルエンドペプチダーゼ分解物からC末端領域のペプチドとしてK15、K18
の2つのペプチドが得られたが（Fig，3－2参照）、いずれも競合ELISAでは
あまり阻害効果を示さなかった。また、K15、K18の2つのペプチドの問の4
残基（丁灘c1においては265EKYK268）が欠落しており、この欠落がC7α8
1の本領域が競合ELISAで有効な阻害を与えなかった理由であるのかもしれ
ない。P8n11においてはこの4残基を含むペプチドの配列
258ELVNEKEKYKQ269が明らかにされているが、これはアミノ酸配列分
析用に調製したアスパラギニルエンドペプチダーゼ断片のひとつであり、残念
ながら競合ELISAには供されていない（Shantiε‘α1．，1993）。また、ここ
では結果を示さないが、CAM－Crα81をトリプシンによる限定分解（37。C、
1hr）に供したところ、C末端領域のペプチドに高い阻害能を確認している。
　このように・P811i1および本研究で得られたC7α91、丁雄c1の結果から、
エビのアレルゲンと貝のアレルゲンはいずれも同じトロポミオシンであるにも
かかわらず、主要なlgE結合エピトープの存在場所が異なるという結論に達し
た。さらに、同じ貝類であってもトロポミオシンのアミノ酸配列の相同性はエ
ビと比較してかなり低いため、種によって主要なlgE結合エピトープが異なる
ことも確認された．序論でも述べたが、これまでに多くのアレルゲンが交差反
応を示すことが知られており、シラカンバの花粉アレルギー患者がしばしば、
木の実、野菜および果物に対してアレルギー症状を呈することが知られていた
（Calkoven81α1．，1987、Erikksonε1α1．，1982）。植物学上シラカンバ
と関連性の薄いキウイフルーツ（Gall8孟α1．，1994）、リンゴ（Fahlbusch
8rα1。，1995）はもとより、魚類であるタラのアレルゲンGα4c1（Elsayed
ε∫α1。，1980）との交差反応も確認されている。また、野菜が持っているすべ
てのlgE結合エピトープをシラカンバ花粉は持っているが、逆に、野菜や果物
はシラカンバ花粉のエピトープの一部を持っているにすぎないという考察もさ
れている（Ebner6オα1．，1991、Vieths6オα1．，1994）。一方、Yamada
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6∫α1．（1995）は、米の主要アレルゲンである16kタンパク質と共通抗原性
のある成分がソバにも存在し、ソバRAST陽性、米RAST陽性者はソバアレル
ギーは発症せず、ソバRAST陽性、米RAST陰性者にソバアレルギー症状を認
めている。すなわちソバは、米との共通抗原の他にさらに強力なアレルゲン
（あるいは共通抗原中に強力なエピトープ）を有するものと考えられる。これ
を甲殻類と貝類のトロポミオシンに当てはめてみると、一般に、エビアレルギー
の方が貝アレルギーに比べて重篤である傾向が強いことから、エビのトロポミ
オシンと貝のトロポミオシンには共通のlgE結合エピトープが複数存在し、エ
ビについてはさらに強力なlgE結合エピトープが存在するという推測が立てら
れる。今後、C7α91、丁曜c1以外の貝のトロポミオシン、さらにはTo4ρ
1などの頭足類のトロポミオジンのIgE結合エピトープを同定していくことで、
魚貝類アレルゲンとしてのトロポミオシンの全体像が明確なものになると期待
する。
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Table6－L　Amino　acid　composition　of　T泥7d
Amino　acld Mol％
Asx
Thr
Ser
Glx
Pro
Gly
Ala
VaI
Cys（h＆lf）
Met
Ile
Leu
Tyr
Phe
His
Trp
Lys
Arg
9．2
5．1
5．4
18．2
0．1
2．5
12．6
4．0
0．5
1．8．
4．0
14．5
2．2
1。0
0．2
0．0
10．4
8．3
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Fig. 6-1. Gel filtration of the crude extract on Sephacryl S-300. 
The crude extract of gastropod was put on a Sephacryl 
S-300 column (2.5 x 95 cm), which was equilibrated with 
0.01 M phosphate buffer (pH 7.0) containing 0.15 M NaCl. 
Fractions of 10 ml were collected at a flow rate of 17 
ml/hr. A bar with arrows indicates the allergenic fractions 
pooled. 
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Fig. 6-2. Ion-exchange FPLC of the allergenic fraction obtained by 
gel filtration. 
The allergenic fraction obtained by gel filtration (see 
Fig. 6-1) was chromatographed on a Mono Q HR 5/5 
column (0.5 x 5 cm). The column was eluted with a linear 
gradient (0.0-1.0 M in 45 min) of NaCl in 0.01 M 
Tris-HCI buffer (pH 8.0). Fractions of I ml were 
collected at a constant flow rate of I ml/min. A bar with 
arrows indicates the allergenic fractions pooled. 
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Fig. 6-3. Reverse-phase HPLC of the allergenic fraction obtained by 
Ion-exchange FPLC. 
The allergenic fraction obtained by ion-exchange FPLC 
(see Fig. 6-2) was subjected to a TSKgel Phenyl-5PW RP 
column (0.46 x 7.5 cm). Elution was performed with a 
gradient of acetonitrile in 0.1% TFA. The flow rate was 
maintained at 0.5 ml/min. The peak containing Tur c I is 
indicated by an arrow. 
-88-
~ 
O a) ~r 
~cls 
q) ~ ~ ~ 
~! < 
0.4 
0_3 
O.Z 
O. 1 
O 
1 2 3 4 1 - 2 
Patients Controls 
Subjects 
Fig. 6-4. Allergenicities of Tur c I and Cra g 1. 
The allergenicities of Tur c I and Cra g I were 
examined by ELISA. Patient sera were obtained from 
four subjects (Patients 1-4). Patients 1-3 were intolerant to 
both mollusks and crustaceans and Patient 4 was intolerant 
to only crustaceans. Control sera were obtained from two 
subjects (Control I , 2) without adverse reactions after 
ingestion of any seafood. A microtiter plate coated with 
Tur c I or Cra g I (100 ng/well) was incubated with each 
serum (diluted 1:50) for 30 min at 37'C and ELISA was 
done subsequently. 
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Fig. 6-5. SDS-PAGE of Tur c I . 
Electrophoresis was performed on a PhastSystem using a 
PhastGel gradlent 10-15 and buffer strips. Prior to 
electrophoresis, standard proteins (lanes I and 4) and Tur 
c I (lanes 2 and 3) were treated with I % SDS in the 
absence (lanes I and 2) or presence (lanes 3 and 4) of 5% 
dithiothreitol. Protein bands were vlsualized with 
Coomassie Brilliant Blue R-250. 
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Fig. 6-6. Reverse-phase HPLC of the peptides produced by digestion 
of CAM-Tur c I with lysylendopeptidase. 
Column. TSKgel ODS-120T (0.46 x 25 cm); elution, 
gradient of acetonitrile in O. I (~o TFA; flow rate, I ml/min. 
Twenty-four peaks were named K1 to K24 in the order of 
elution. 
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Fig. 6-7. Reverse-phase HPLC of the peptides produced by digestion 
of maleyl-Tur c I with TPCK-trypsin. 
HPLC conditions as in Fig. 6-6. Eighteen peaks were 
named MTI to MT18 in the order of elution. 
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Fig. 6-8. Comparlson of the partial amino acid sequence of Tur c 1 
with the complete or partial amino acid sequences of 
tropomyosins. 
The aligned tropomyoslns are from gastropod Haliotis rufescens, 
oyster Crassostrea gigas (Cra g I ), mussel Myttlus edulis, squid 
Todarodes paclficus (Tod p 1) and two species of shrimp, 
Metapenaeus ensis (Met e 1) and Penaeus indicus (Pen i I ). The 
denotations preceded with K represent the peptides isolated from the 
lysylendopeptidase digest of CAM-Tur c I (see Fig. 6-6) and 
preceded with MT represent the peptides isolated from the tryptic 
digest of maleyl-Tur c I (Fig. 6-7). Three boxed sequences are the 
positions containing lgE-bindlng epitope. 
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Fig. 6-9. Inhibition of the binding of lgE antibodies in Patient 1 
serum to immobillzed Tur c I by Tur c I and the 
lysylendopeptidase digest of CAM-Tur c I . 
Inhibition was assayed by a compe~itive ELISA method. 
The serum (1:25 diluted) was pre-incubated for I hr with 
an equal volume of various concentrations of each sample 
solution made in PBS before addition to the plate coated 
with Tur c I (lOO ng/well). Sample concentrations are 
expressed as those in pre-incubation mixture. 
-94-
30 
'~~ 20 ~~oo 
'v/ C O '~:S 
~ 10 
C 
o 
K12 3 4 5 6 7 8 9 Ioll 12131415161718192021 z22324 
Peptide number 
Fig. 6-10. Inhibition of the binding of lgE antibodies in Patient 1 
serum to immobilized Tur c I by enzymatic fragments of 
CAM-Tur c I generated by lysylendopeptidase digestion. 
The serum (1:25 dilution) was pre-incubated forl hr 
with an equal volume of each peptide solution (1 pglml) 
made in PBS before addition to the plate coated with Tur 
c I (100 ng/well). . 
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Fig. 6-1 1. Inhibition of the binding of lgE antibodies in Patient 1 
serum to immobilized Tur c I by enzymatic fragments of 
maleyl-Tur c I generated by tryptic digestion. 
The serum (1:25 dilution) was pre-incubated for I hr 
with an equal volume of each peptide solution (1 jlglml) 
made in PBS before addition to th~ plate coated with Tur 
c I (100 ng/well). 
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総　括
　Elsayedと共同研究者によるタラのアレルゲンGα4c1に関する一連の素晴
らしい研究が1970年代から1980年代にかけて行われたが、魚貝類全体にっい
てのアレルゲンの研究は、農畜産物アレルゲンに関する研究に遅れ費取ってい
た感が否めない。世界的に見て魚貝類消費量が高いことが我が国の特徴で毒る
が、魚貝類は主食である米や、栄養学的に重要である卵や牛乳に比べれば除去
食療法が比較的容易である。このために、魚貝類アレルゲン（アレルギー）の
研究は、皮膚試験、チャレンジテスト、RAST法などにより個々の患者にとっ
て原因となる魚貝類を診断することや、ウエスタンブロットによりアレルゲン
の分子量を検討する程度にどどまっていた。本研究では、パルブアルブミンを
主要アレルゲンとする魚類、卜ロボミオシンを主要アレルゲンとする甲殻類と
ならび、我が国において重要な水産資源である軟体動物、その中でも貝に着目
してアレルゲンの研究を行った。本論文の最後にあたり、本研究におい．て新た
に得られた知見をまとめるとともに、魚貝類アレルゲン研究の今後を展望して
みたい。
本研究において得られた新知見
　本研究において得られた新知見は次の通りである。
　（1）斧足綱7種、腹足綱1種のアレルゲン性を魚貝類アレルギー患者血清を
用いたELISAでスクリーニングし、反応性の強弱はあるものの、貝類に普遍
的にアレルゲンが存在することを確認した。
　（2）斧足綱の中でもアレルゲン性の高かったマガキを試料として、ゲルろ
過、イオン交換FPLCおよび逆相HPLCを用いてアレルゲンの精製を行い、主
要なイソアレルゲンC7α81およびC7αg2を単離した。C7α81、Cm82
の魚貝類アレルギー患者血清に対する反応性を確認するとともに、
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SDS－PAGEにおける分子量ならびにアミノ酸組成の特徴よりこれらがトロポ
ミオシンであることを示唆した。’
　（3）C7α91の部分アミノ酸配列を明らかにし、エビ類アレルゲンおよび
スルメイカのアレルゲン同様、卜ロポミオシンであると断定した。リシルエン
ドペプチダーゼ断片の競合ELISA、さらにK21ペプチドのトリプシン断片の
競合ELISAにより、C7α91のlgE結合エピトープを含むと予想される以下
の配列を明らかにした。これは、IgE結合エピトープを含むとされているP6n
　　K21d：921QLLEEDMERSEERlo5
∫1の2つの配列peptide9およびpeptide6とは異なるものであり、逆に
　　peptide9：50MQQLENDLDQvQESLLK66
　　peptide6：153FLAEEADRK161
K21dと同じ配列は、P8n∫1中には認められなかった。
　（4〉C7α91と同様にC7α92についても、部分アミノ酸配列分析および
リシルエンドペプチダーゼ断片の競合ELISAを行った。その結巣、C7αg2
はC7α8・1とは一部異なるアミノ酸配列を有するトロポミオシンのアイソマー
であるが、主要なIgE結合エピトープは共通して存在することを明らかにした。
　（5）C7α81のK21dの配列の一部を含み、3残基ずつオーバーラツプさせ
た12残基からなる4種類の合成ペプチドを競合ELISAに供し、
94LEEDMERSEERlo5が特異的lgE抗体との結合に重要な配列であること
を明らかにした。
　（6）腹足綱のサザエを㌶料にゲルろ過、イオン交換FPLCおよび逆相
HPLCを用いてアレルゲンの精製を行い、主要アレルゲン丁雄c1を得た。
丁雄c1の免疫学的および物理化学的諸性状は、C7α91、C7α92と類似し
ており、部分アミノ酸配列の相同性より、丁雄c1がトロポミオシンであるこ
とを明らかにした。maleyl－Tμ7c1のトリプシン断片の競合ELISAから、
IgE結合エピトープはC末端付近に存在することを示唆した。また、C7α81
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のlgE結合エピトープとそれに対応する部分の丁班c1のアミノ酸配列の比較
より、C7α81のIgE結合エピトープ921QLLEEDMERSEERlo5の中でも特
に102SEERlo5が重要な鍵を握る可能性を示唆した。
．．貝類のアレルゲン研究の今後の農望
　先に述べたように、農畜産物に関してはアレルゲンの単離、抗原決定基の同
定といったプロセスを経て低アレルゲン性食品の開発が進められ、一部は既に
商品化されている。魚貝類アレルゲンに関しては、例えば米のように分子育種
的手法で低アレルゲン化を図ることは非常に困難であり、加工によるアプロー
チを考えなくてはならない。以前、食品会社に籍を置き、食品の開発、加工に
従事した経験を持つ筆者にと一 ては、この「低アレルゲン性食品の創製」は、
きわめて興味ある課題である。ここでは、本論文の対象である貝類のトロポミ
オシンに限定せず～魚貝類のアレルゲン全般について広く関連研究の展望をし
てみたい。
（1）アレルゲンの同定
　これまで再三述べてきたように、本研究を含めて魚貝類のアレルゲンに関す
る研究はパルブアルブミンおよびトロポミオシンに集約されてきた。しかし、
すべての魚貝類アレルギーがこの2成分で説明されるわけではない。患者血清
を用いたウェスタンブロットで、これら代表的なアレルゲンの他に様々なアレ
ルゲンの存在を確認した例は稼挙にいとまがない。食材となる魚貝類は今後も
増加し、それとともに魚貝類アレルギーも増加することが予想される。そこで、
魚貝類アレルギー全体を考えていく上でも、まず多くの魚貝類について個々の
アレルゲンが単離、同定されることが望まれる。
（2）IgE結合エピトープ解析
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　そもそもタンパク質の表面上に位置していれば、潜在的にはほとんどの部分
が抗原決定基になると言える。喪ewmanε∫α1．（1992）は、リゾチウムを
抗原としてマウスに免疫してモノクローナル抗体を作成し、リゾチウム分子表
面上の80％が抗原決定基であるとしている。実際には、多くの抗体により認
識される主要な抗原決定基と、そうではない決定基が存在するのが事実である。
注意すべき点として、IgE結合エピトープが患者によって異なる可能性がある
こと、ならびに時として1個体の生物が認識する抗原決定基がシフトする現象
が認められることである。本論文において、甲殻類と貝類間で、さらに同じ貝
類間でもトロポミオシンのIgE結合エピトープが異なることを示唆したが、今
後は魚類のパルブアルブミンも含めて、多岐に渡りアレルゲンのlgE結合エピ
トープを同定し、比較するこ’ が必要となるであろう。さて、食品の低アレル
ゲン化に向けての実際の操作として、魚貝類では低アレルゲン化米のように外
観を保持したままの製品というのは難しい話で、当面はすり身、エキスなどを
ターゲットにした加工となるであろう。これらについては米、小麦、牛乳の例
に習い、選択的な除去法や最適なプロテアーゼを用いたアレルゲン性低下法を
研究することが必要であり、そのためにはアレルゲンの同定とlgE結合エピトー
プの同定が必要である。最近、卜ロポミオシンが味覚に関与しているという研
究が行われており、パルブアルブミンやトロポミオシンが生体ではなく、食品
素材としての魚貝類に果たしている役割がある場合には、いかにこれを保持さ
せるかについても考慮しなければならない。
（3）丁細胞エピトープ解析
　患者血清中の生細胞を必要とし分析手法が複雑であるために、得られている
情報は限られている。現在のところ、魚貝類アレルゲンの丁細胞エピトープに
関する報告は無い。抗原の丁細胞エピトープに関しては、その中でも強い応答
を誘起する決定基（dominantdeterminant）、弱い応答を誘起する決定基
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（subdom孟nant　determinant）および通常はタンパク質分子中に隠れている
決定基（cryptic　determinant）’あることが知られている。丁細胞エピトー
プが丁細胞に認識される際、α一ヘリックス構造の親水性部分で丁細胞レセプター
と、疎水性部分でMHCクラスH分子と相互作用をおよぼすという仮説
（DeBsl　andBerzofsky，1985）があり、実際にβ一ラクトグロブリンの丁細
胞エピトープの一部についてはこの仮説が当てはまることが認められている
（Takahashi8オα1，，1988〉。類似したドメイン構造を有するパルブアルブ
ミンも、一次構造のほとんどがα一ヘリックスをとるトロポミオシンも、多く
の領域が丁細胞エピトープと成りうるが、やはり特定の部分がdominant
determinantとなっているものと考える。
　丁細胞エピトープの解析の結果はアレルゲンとなる食品の改変より、むしろ、
丁細胞機能修飾によるアレルギーの治療に反映される。現在のところ、丁細胞
エピトープであるペプチドそのものを経皮投与して、丁細胞応答や抗体産生を
抑制する方法、丁細胞エピトープと類似構造を持ったアナログペプチドを用い
て丁細胞の反応を抑制していやゆる不応答（anergy）状態を誘導する方法が
知られている。今後、魚貝類アレルゲンについても、丁細胞エピドープが明ら
かとなることを期待する。
（4）データベースの作成
　今日では、輸入により今まで口にしたことの無かった食品や、遺伝子組み替
え技術によるいわゆるリコンビナント食品タンパク質が食卓に上るようになっ
た。また、PL法との関連で、食物アレルギーについてはアレルギー患者側だ
けでなく、食品の生産者、販売者にも違った側面からの注意を促す必要が生じ
てきた。このような背景の基に、新たなアレルゲンに対する安全性評価のため
のデータベースの誕生が、ますます必要となってきている。本研究ならびに関
連する今後の研究が、この構想に寄与することを願いつつ、本論文を終えたい。
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要　旨
r貝類アレルゲンの同定および抗原決定基の解析」
　近年、食物アレルギーが乳幼児、小児を中心に増加している。食物アレルギー
は本来、積極的に摂取しなければならない食物が生体内で過剰な反応を惹起す
るという意味で、他のアレルギーとは異なる側面を持つ。発症の要因としては、
食生活、環境要因の変化からそのヒトの体質、遺伝的素因まで様々なものが考
えられている。食物アレルギーの原因となる物質、すなわちアレルゲンとして
は農畜産物である大豆、米、小麦、卵、牛乳のアレルゲンが5大アレルゲンと
され、これらを中心に研究が進められてきた。一方、魚貝類の消費量の多い我
が国では、魚貝類アレルギーの発症例も多く知られている。これまでに魚貝類
のアレルゲンとして、数種の魚類よりパルブアルブミンが、また数種のエビ類
およびスルメイカからトロポミオシンが主要アレルゲンとして単離されている。
本研究では、アレルゲンの単離例の認められない貝類に着目して、アレルゲン
本体の単離、同定およびその物理化学的ならびに免疫学的性状、特にアレルゲ
ンの抗原決定基（lgtE結合工．ピトープ）を明らかにすることを目的とした。
　第1章では、貝類アレルゲンの検索として、貝類8種（斧足綱7種、腹足綱1
種）のアレルゲン性を魚貝類アレルギー患者血清を用いたELISAによりスク
リーニングし、アレルゲンが貝類に普遍的に存在することを確認した。
　第2章では、スクリーニングにおいて高いアレルゲン性の認められた斧足綱
マガキC7αssos178αg’8αsを取り上げ、加熱抽出液からゲルろ過、イオン交換
FPLCおよび逆相HPLCを用いて主要アレルゲンC7α91、C7α82を精製し
た。Crαg1、C7αg2の魚貝類アレルギー患者血清に対する反応性を確認す
るとともに、SDS－PAGEにおける推定分子量ならびにアミノ酸組成の特徴よ
りこれらがトロポミオシンであることを示唆した。
　第3章では、C7α81の酵素分解ペプチドの配列分析から部分アミノ酸配列
を明らかにし、他の貝由来のトロポミオシンとの高い相同性から、αα91を
エビのアレルゲンおよびスルメイカのアレルゲン同様、トロポミオシンである
と断定した。次に、C7α81のリシルエンドペプチダーゼ断片の競合ELISA・
さらにK21ペプチドのトリプシン断片の競合ELISAにより、C7α91のlgE
　　　　　　　　　　　　　　　　－103一
結合エピトープを含む配列は921QLLEEDMERSEERlo5（K21d）であるこ
とを明らかにした。これは、インドエビのアレルゲンPεπ♂1で報告されてい
るIgE結合エピトープを含む2つの配列50MQQLENDLDQVQESLLK66およ
び153FLAEEADRK16iとは異なるものであった。逆にC7αg1のK21dと同じ
配列は、．P8n∫1中には認められなかった。
　第4章では、C7α91と同様にC7α92についても、部分アミノ酸配列分析
およびリシルコ＝ンドペプチダーゼ断片の競合ELISAを行った。その結果、
Crαg2はCrαg1とは一部異なるアミノ酸配列を有するトロポミオジンのア
イソマーであり、C7α82の主要なlgE結合エピトープを含むK18ペプチドの
アミノ酸配列は、C7α81のK21と完全に一致することを明らかにした。
　第5章では、C7α91のK21dの配列の一部を含み、3残基ずつオーバーラツ
プさせた12残基からなる4種類の合成ペプチドを競合ELISAに供し、
94LEEDMERSEERlo5が12E結合エピトープとして重要な配列であること
を明らかにした。
　第6章では、腹足綱のサザエ丁灘わo　co7n獅μsを試料に用い、ゲルろ過、イ
オン交換FPLCおよび逆相HPLCにより主要アレルゲン丁雄01を精製した。
Tμ7c1の免疫学的および物理化学的諸性状はCrα81、C7α82と類似して
おり、部分アミノ酸配列の相同性より丁雄c1がトロポミオシンであることを
明らかにした。maleyl化したTμ7c1のトリプシン断片の競合ELISAから、
丁雄c1のlgE結合エピトープはC末端付近に存在することを示した。C7α8
1のlgE結合エピトープに対応する部分は丁雄c1ではlgE結合エピトープと
はならなかったが、両者のアミノ酸配列の比較により、C7α91のlgE結合エ
ピトープ921QLLEEDMERSEER王05の中でも特に102SEERlo5が重要な鍵を握
る可能性を示唆した。
　本研究は、貝類アレルゲンの単離・同定の最初の例である。貝類アレルゲン
はエビ類と同様にトロポミオシンであったが、エビ類と貝類の間、さらには貝
類の間においてもlgE結合エピトープの存在位置が異なるという重要な知見が
得られ、今後数多くの魚貝類についてアレルゲンの単離・同定およびlgE結合
エピトープの比較検討が必要であることを提唱した。
一104一
Abstract 
ldentification of shellfish allergens and analysis of their 
lgE-binding epitopes 
In recent years, food allergy, especially lgE-mediated type I food 
hypersensitivity, is frequently observed in infants and children. Food allergy is 
thought to depend on eating habits, Iiving surroundings, and physical and 
genetic constitutions. In Japan, soybean, rice, wheat, chicken egg, and cow's 
milk are well-known to be "five common allergenic foods" and hence the 
isolation, characterization, and lgE-binding epitope (antigenic determinant for 
B cell) determination of allergens have been mainly focused on these foods. 
Besides agricultural and livestock foods, seafood is ranked as one of allergenic 
foods in coastal countries including Japan, but available information about 
seafood allergens is limitec to some species. Parvalbumin was isolated as the 
major allergen from some kinds of fish and tropomyosin from squid as well as 
shrimps. This study ylas undertaken to isolate shellfish allergens, which had not 
been reported in detail to date, and to clarify their physicochemical and 
immunological properties, with special reference to their lgE-binding epitopes. 
In chapter I , eight species of shellfish (seven bivalves and one gastropod) 
were screened for their aller genicity by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) using the serum from a crustacean and mollusk-sensitive subject. The 
serum from a subject without adverse reactions after ingestion of any seafood 
was simultaneously used as a control. As a result, the allergens immunoreacted 
with lgE antibodies in the sensitized serum were commonly found in all 
shellfish but their reactivities varied from species to species. 
In chapter 2, aller gens of the oyster Crassostrea gigas which showed high 
reactivity in the screening were purified by gel filtration, anion-exchange fast 
protein liquid chromatography (FPLC), and reverse-phase high performance 
liquid chromatography (HPLC). Throughout the purification procedure, the 
allergens were traced by ELISA using the sensitized serum. Although the 
purified major allergens, designated as Cra g I and Cra g 2, were separable 
- 
from each other by anion-exchange FPLC, they were quite similar to each 
other as to molecular mass ･ determined by SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE), amino acid composition, and reactivity against 
the sensitive sera in ELISA. Their physicochemical properties suggested that 
both Cra gs are the tropomyosin. 
In chapter 3. Cra g I was hydrolyzed with lysylendopeptidase and 21 
peptide fragments (K1-2 1) were isolated from the hydrolysate by reverse-phase 
HPLC for the determination of amino acid sequence and lgE-binding epitopes. 
Based on the determined partial amino acid sequence, Cra g I was identified as 
tropomyosin. In competitive ELISA experiments, the peptide K21 was found to 
exhibit the highest inhibitory ability against the binding of Cra g I to lgE 
antibodies in the sensitized serum. Further tryptic digestion of K21 afforded 
~ the peptide K2 Id (921QLLEEDMERSEERIO which showed the inhibitory 
ability equivalent to that of K21. Thus, the peptide K2ld was judged to contain 
an lgE-binding epitope of. Cra g 1. This was distinguishable from the two 
lgE-binding epitopes (50MQQLENDLDQVQESLLK66 and 153FLAEEADRK161) 
proposed for the shrimp Penaeus indicus allergen Pen i 1. In addition, the 
amino acid sequence corresponding to the peptide K2ld was not identified in 
Pen i 1. 
In chapter 4. Cra g 2 was subjected to the lysylendopeptidase digestion as 
in the case of Cra g I and 18 peptide fragments (K1-18) were isolated by 
reverse-phase HPLC. The amino acid sequences determined for the three 
peptides revealed that Cra g 2 has the same amino acid sequences at positions 
77-112 and 190-205 as Cra g I and at positions 206-233 as the tropomyosin 
from the gastropod Hdiotis rufescens. Competitive ELISA inhibition 
experiments demonstrated that the peptide K18, which was completely identical 
with K21 of Cra g 1, exhibited the highest inhibitory ability. These results 
proved that Cra g 2 is tropomyosin, being an isomer of Cra g I and that the 
lgE-binding epitope proposed for Cra g I is entirely conserved in Cra g 2. 
In chapter 5, the four peptides of 12 residues containing a part of the 
lgE-binding epitope of Cra gs and overlapping with each other by three 
residues were synthesized. The ability of each synthesized peptide to bind to the 
- 
Cra g I specific lgE antibodies in the sensitized serum was determined by 
competitive ELISA method. The results revealed that the C-terminal portion of 
K2ld was essential for the binding between specific lgE antibodies and Cra gs. 
In chapter 6, the gastropod Turbo cornutus which is taxonomically remote 
from the oyster was used as a sample. The major allergen (designated as Tur c 
1) of T. cornutus was extracted and purified by gel filtration, anion-exchange 
FPLC, and reverse-phase HPLC. Tur c I was similar to Cra gs with respect to 
molecular mass and amino acid composition. Amino acid sequence analyses of 
the peptide fragments generated frorn Tur c I by digestion with either 
lysylendopeptidase or trypsin demonstrated that Tur c 1, Iike Cra gs, is the 
tropomyosin having the high homology with those from other shellfish. From 
the results in competitive ELISA inhibition experiments of the tryptic 
fragments, one of the lgE-binding epitopes of Tur c I was suggested to be 
located in the C-terminal region. On the other hand, the segments of Tur c 1 
corresponding to the lgE-ipinding epitopes proposed for Pen i I and Cra gs 
were not effective in competitive ELISA inhibition analyses. Comparison of the 
amino acid sequence at positions 92-105 between Tur c I and Cra gs suggested 
that the segrnent 102SEERI05 is critical for the lgE-binding epitope 
(921QLLEEDMERSEERI05) of Cra gs. 
This thesis is the first concerning the isolation and identification of 
shellfish allergens. Although tropomyosins appear to represent nonfish 
common seafood allergens, it is interesting that there are significant differences 
in the lgE-binding epitopes between shellfish and shrimp tropomyosins and 
even among shellfish tropomyosins. In order to evaluate in more detail the 
allergenicity of tropomyosins, further attempts to isolate them from various 
sources and to determine their lgE-binding epitopes are needed. 
- 
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